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Resumen / Abstract

1. Resumen / Abstract

1.1. Resumen

Las cianobacterias son microorganismos procariotas fotosintéticos con una enorme importancia
ecoldgica, pues gracias a su capacidad fotosintética son responsables de la fijacion de carbono
inorganico y uno de los principales productores primarios de oxigeno. Ademas, algunas especies
son capaces de fijar nitrogeno atmosférico en células especializadas que reciben el nombre de
heterocistos, gracias a lo cual pueden ser utilizadas como biofertilizantes o en la produccion de
biocombustibles. Por tanto, comprender la regulacion de estos procesos es de gran interés, no solo
para ampliar el conocimiento sobre la fisiologia de las cianobacterias, sino también para
implementar, optimizar y mejorar sus aplicaciones biotecnolégicas.

Tanto la fotosintesis como la fijacion de nitrogeno tienen un alto requerimiento de metales, lo
que hace el control de la homeostasis de metales sea un proceso crucial en cianobacterias, pues
pese a ser esenciales su exceso genera estrés oxidativo. En procariotas este proceso esta
controlado por la familia de reguladores FUR (Ferric Uptake Regulator), que en la cianobacteria
Anabaena se compone de tres paralogos: FurA, FurB y FurC. No obstante, las proteinas FUR en
Anabaena no solo controlan la homeostasis de metales, sino que son reguladores globales que
controlan muchos otros procesos, como los mecanismos de defensa al estrés oxidativo o el
metabolismo del nitrégeno. Ademas de regular estos procesos de forma directa, se ha propuesto
que pueden modular muchos otros genes de forma indirecta, orquestando una red de regulacion
transcripcional.

En este trabajo se han estudiado y purificado las proteinas Alr1976 y All0345, anotadas como
posibles reguladores transcripcionales y cuya funcion es desconocida hasta el momento. Estas
proteinas pertenecen a la red de regulacion mediada por FurC, implicada en la modulacion de la
defensa a estrés oxidativo y el metabolismo nitrogenado. Mediante estudios bioinformaticos, se
ha podido determinar la familia de reguladores a la que pertenecen, modelar su estructura y
conocer sus relaciones filogenéticas. Ademas, se ha conseguido optimizar un protocolo de
purificacion para ambas proteinas y determinar sus condiciones de interaccion con el DNA.
Finalmente, dado que existian indicios que relacionaban estas proteinas con el metabolismo del
nitrégeno, se estudid mediante ensayos de retardo en gel su interaccién con promotores de genes
implicados en este proceso.

Los resultados obtenidos muestran que los reguladores Alr1976 y All0345 se unen a regiones
promotoras de genes con importantes papeles en el control del metabolismo del nitrégeno y la
diferenciacion de heterocistos, revelando que estos reguladores son nuevos componentes de la
compleja red de regulacion que controla estos procesos en cianobacterias.
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1.2. Abstract

Cyanobacteria are prokaryotic and photosynthetic microorganisms of enormous ecological
importance. Thanks to their photosynthetic capacity, they are responsible for the fixation of
inorganic carbon and are one of the main primary producers of oxygen. In addition, some
species are able to fix atmospheric nitrogen in specialized cells called heterocysts, and can thus
be used as biofertilizers or in the production of biofuels. Therefore, understanding the regulation
of these processes is of great interest, not only to expand the knowledge about the physiology
of cyanobacteria, but also to implement, optimize and improve their biotechnological
applications.

Both photosynthesis and nitrogen fixation have a high requirement of metals. This makes the
control of metal homeostasis a crucial process in cyanobacteria, because in spite of being
essential, the excess of metals generates oxidative stress. In prokaryotes, this process is
controlled by the FUR (Ferric Uptake Regulator) family of transcriptional regulators, which in
the cyanobacterium Anabaena consists of three paralogs: FurA, FurB and FurC. In Anabaena,
FUR proteins not only control metal homeostasis, but are global regulators that control many
other functional processes, such as oxidative stress or nitrogen metabolism. Interestingly, in
addition to regulating these processes directly, it has been proposed that they may regulate many
genes indirectly, orchestrating a transcriptional regulatory network.

In this work, the proteins Alr1976 and All0345, annotated as possible transcriptional regulators
and whose function is unknown so far, have been purified and studied. These proteins belong
to the FurC-mediated regulatory network, involved in the modulation of oxidative stress
defense and nitrogen metabolism. By means of bioinformatics studies, it has been possible to
determine the family of regulators to which they belong, to model their structure and to
elucidate their phylogenetic relationships. In addition, it has been possible to optimize a
purification protocol for both proteins and to determine the conditions needed for their
interaction with DNA. Finally, since these proteins seemed to be related to nitrogen metabolism,
their interaction with promotes of genes involved in this process was studied by electrophoretic
mobility shift assays.

Results obtained in this work showed that the regulators Alr1976 and All0345 bind to promoter
regions of genes with important roles in the control of nitrogen metabolism and heterocyst
differentiation, revealing that these regulators are new components of the complex regulatory
network that controls these processes in cyanobacteria.
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2. Introduccion
2.1. Las cianobacterias
2.1.1. Caracteristicas generales

Las cianobacterias son microorganismos procariotas fotosintéticos altamente versatiles (1).
Constituyen un grupo muy ubico de microorganismos y son capaces de vivir en casi cualquier
ambiente en el que la luz esté disponible, desde aguas dulces y marinas hasta ecosistemas
terrestres, pasando por entornos extremos como habitats geotérmicos, regiones polares o
ambientes hipersalinos (2). Esta amplia distribucion es posible gracias a su habilidad para
adaptarse a diferentes tipos de estreses, como déficit de nutrientes, fluctuaciones de luz y
temperatura y estrés osmatico, oxidativo o térmico (3).

El aparato fotosintético de las cianobacterias comprende tres complejos implicados en la
transduccion de energia y absorcion de la luz: los fotosistemas 1 y 11 'y los ficobilisomas (4), los cuales
sirven de antena y permiten aumentar la captacion de luz por parte de los fotosistemas (5). La
actuacion de estos complejos permite a las células fotooxidar el agua y generar poder reductor en
forma de ferredoxina reducida, obteniendo asi la energia necesaria para las funciones celulares (4).

Existe una amplia diversidad morfoldgica dentro de las cianobacterias, incluyendo especies
unicelulares, especies con asociaciones coloniales o especies multicelulares que forman
filamentos. Ademas, las células cianobacterianas pueden ser esféricas, elipticas, con forma de
barril, cilindricas, conicas o con forma de disco (6). En funcion de su morfologia y sus
mecanismos de reproduccién, las cianobacterias se clasifican en 5 secciones: I, I, I IV y V (7).

Las dos primeras secciones se componen de cianobacterias unicelulares, que pueden estar aisladas
o formando agregados coloniales. La diferencia entre estas secciones, es que, en la seccion 1, la
division se produce por fision binaria, como sucede en Gloeobacter, Gloeocapsa, Synechococcus o
Synechocystis y en la seccion 1, por fision multiple, como en Pleurocapsa, Xenococcus 0
Myxosarcina. Las secciones Ill, IV y V estan formadas por cianobacterias multicelulares capaces
de formar filamentos. Las cianobacterias de la seccién Ill, como Spirulina, Oscillatoria o
Pseudanabaena no son capaces de diferenciar heterocistos, mientras que las de las secciones IV y
V en deficiencia de nitrégeno son capaces de diferenciar heterocistos, células especializadas en la
fijacion de nitrogeno. Su diferencia radica en que las cianobacterias de la seccion 1V, como
Anabaena, Nodularia, Cylindrospermum, Scytonema o Calothrix solo se dividen en un plano,
mientras que las de la V, como Chlorogloeopsis o Fischerella se dividen en mas de un plano.

2.1.2. Origen e impacto ecoldgico y ambiental

Las cianobacterias surgieron en el Arcaico tardio (hace unos 2900 millones de afios) y jugaron
un papel esencial en la transformacién de la atmdsfera de reductora a oxidante, en lo que se
denomina “Evento de Gran Oxidacion” (GOE, Great Oxidation Event) (8). Este fenémeno tuvo
lugar hace unos 2450 millones de afos, aunque la mayor parte de la diversidad existente de
cianobacterias evolucion6 después del GOE (8). A lo largo del ebén Proterozoico,
aproximadamente hace 1600 millones de afos, surgieron los organismos eucariéticos
fotosintéticos (9), mediante la endosimbiosis primaria de una cianobacteria en un eucariota
unicelular seguida de procesos endosimbioticos de mayor orden (10). Desde finales del edn
Proterozoico y hasta la actualidad, las cianobacterias son responsables del 20 % de la fotosintesis de
nuestro planeta, jugando por tanto un papel esencial como productores primarios de oxigeno (11).
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Ademas de ser productoras de oxigeno, las cianobacterias contribuyen también a los ciclos
biogeoquimicos del carbono y del nitrogeno. En concreto, algunos linajes cianobacterianos son
capaces de fijar el nitrdgeno atmosférico (N.) y transformarlo a formas de nitrégeno que pueden ser
aprovechadas por otros organismos como amoniaco o amonio. El nitrogeno juega un papel muy
importante en la productividad primaria, ya que es un nutriente limitante tanto en ambientes marinos
como en terrestres, lo que hace que las cianobacaterias fijadoras de nitrégeno, también denominadas
diazotroficas, tengan una enorme importancia ecologica (11).

Las cianobacterias diazotréficas, a diferencia de las cianobacterias no diazotroficas y el
fitoplancton procariota, pueden crecer en aguas donde el nitrégeno es limitado. Esto implica que,
si ademas la presencia de otros nutrientes como hierro y fosforo es alta, su crecimiento se puede
producir de forma excesiva, dando lugar a floraciones o blooms (12). Este fendmeno puede
ocasionar desequilibrios en los ecosistemas, ademas de generar problemas en la calidad del agua,
ya que las cianobacterias pueden sintetizar compuestos que alteren su olor y sabor, asi como
producir toxinas, que reciben el nombre de cianotoxinas (12).

2.1.3. Diferenciacion celular en cianobacterias

Algunas especies de cianobacterias filamentosas son capaces de diferenciar sus células
vegetativas a células especializadas, entre las que se incluyen los hormogonios, los acinetos y los
heterocistos, lo que constituye uno de los pocos casos de diferenciacion celular en procariotas (2).
En la figura 1, se muestran fotografias de las diferentes formas celulares presentes en
cianobacterias filamentosas. Esta multicelularidad confiere mdltiples ventajas a las
cianobacterias, como son defensa frente a la depredacion por protistas, mayor eficiencia en la
adquisicion de recursos y utilizacion de nutrientes, posibilidad de intercambiar informacion entre
individuos y reduccion de la interaccién con competidores no cooperativos (13).

Los hormogonios son filamentos cortos que son liberados del filamento principal y que se
distinguen de las células vegetativas principalmente por su motilidad deslizante y porque el
tamarfio de las células es menor (14). En algunas especies, los hormogonios contienen vacuolas
de gas para poder regular su flotabilidad en el agua y habitualmente presentan fototaxis positiva,
lo que permite la colonizacion de regiones iluminadas en su ecosistema (14).

Los acinetos se originan cuando el organismo esta expuesto a condiciones desfavorables y son
capaces de sobrevivir largos periodos de tiempo a la sequia y a altos niveles de radiacion ultravioleta
y germinar cuando las concentraciones vuelven a ser favorables (15).

Los heterocistos son células méas grandes y redondeadas que las células vegetativas y con una
menor pigmentacion, asi como envueltas celulares mas gruesas y prominentes granulos de
cianoficina. Se forman en condiciones de deficiencia de nitrégeno combinado y permiten llevar a
cabo la fijacion de nitrégeno atmosférico al separar este proceso de la fotosintesis, ya que la
nitrogenasa, enzima responsable de la fijacidn de nitrdgeno, es altamente sensible al O (16).

Figura 1. Tipos celulares en cianobacterias
filamentosas. A. Imagen al microscopio de Nostoc sp.
PCC9203, apreciandose un hormogonio (hrm)
separado de las células vegetativas (17). B. Imagen al
microscopio de Anabaena sp. PCC7120 mostrando un
heterocisto marcado con una flecha negra y acinetos
(aki) tanto dentro de los filamentos como libres (17).
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La diferenciacion de heterocistos implica un conjunto de cambios morfoldgicos, metabdlicos y
fisiolégicos basados en mecanismos de expresion génica diferencial muy complejos que estan
encaminados a generar un ambiente anaerdbico en el que pueda tener lugar la fijacion de
nitrogeno. En primer lugar, desaparece el fotosistema Il para evitar la generacion de O2, pero no
asi el fotosistema I, que mediante transporte ciclico de electrones permite generar energia quimica
en forma de ATP (15). La ausencia de fotosistema Il implica que no se puede generar poder
reductor en forma de NADPH, de modo que los heterocistos son dependientes de las células
vegetativas para obtener equivalentes reductores. Por otro lado, se degradan las ficobiliproteinas
para ser utilizadas como fuente de nitrogeno, de forma que los heterocistos tienen menor
pigmentacion y una apariencia mas brillante (15).

Otro cambio importante en la diferenciacion de heterocistos es la formacion de una gruesa envuelta
extracelular compuesta por dos capas quimicamente diferentes situadas en el exterior de la membrana
externa: una capa interna formada por glicolipidos denominada hgl (heterocyst glycolipid) y otra
externa de polisacéridos denominada hep (heterocyst envelope polysaccharide) (13). La capa hgl sirve
como una barrera de difusion de gases (15), mientras que la capa hep tiene un papel protector de la
capa hgl (13). Los heterocistos son muy dependientes de las células vegetativas vecinas, pues ademas
de necesitar equivalentes reductores requieren una fuente de carbono, ya que no expresan la enzima
RuBIisCO para garantizar que las reservas energéticas y de poder reductor se destinen a la fijacion de
nitrégeno. Por tanto, los heterocistos reciben esqueletos carbonados de las células vegetativas
mientras que las células vegetativas obtienen de los heterocistos el nitrogenado fijado en forma de
glutamina (16). Este intercambio de metabolitos entre células vegetativas y heterocistos es posible
gracias a la presencia de canales de comunicacion entre células y a la existencia de un periplasma
continuo, de tal forma que las moléculas exportadas por las células pueden difundir a través del
periplasma y ser obtenidas por otras a lo largo del filamento (16).

2.1.4. Interés biotecnoldgico de las cianobacterias

Aunque como consecuencia de los florecimientos o blooms y de la produccion de cianotoxinas
pueden tener impactos negativos en ecosistemas acuéticos, en otros organismos o en la salud
humana, las cianobacterias tienen un gran interés biotecnolégico y pueden usarse de forma
beneficiosa en muchas aplicaciones. Las cianobacterias se pueden emplear con fines farmacéuticos,
puesto que sintetizan metabolitos secundarios que presentan actividades bioldgicas de interés, como
inmunosupresores, anticancerigenos, antibacterianos, anticoagulantes, antiflngicos, antivirales y
antitumorales (18), asi como con aplicaciones medioambientales, destacando su empleo en
biorremediacién, biofertilizantes y obtencion de biocombustibles.

Las cianobacterias muestran un gran potencial en biorremediacion, permitiendo la eliminacion
de contaminantes medioambientales como pesticidas, petroleo, xenobidticos y metales pesados,
asi como la detoxificacion de aceites industriales o el tratamiento de aguas urbanas o aguas agro-
industriales. Ademas, se pueden emplear como agentes de bajo coste en biorremediacion de aguas
residuales ricas en nitrogeno y fosforo, convirtiendo estos nutrientes en biomasa que puede usarse
para la produccion de energia (19).
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La biomasa cianobacteriana se puede emplear directamente como combustible o permitir la
obtencidn de biocombustibles como biodiesel, biogés o biohidrdgeno, el cual se ha propuesto que
podria ser un buen sustituto de los combustibles fésiles (19). El hidrégeno molecular (Hz) es
producido por las cianobacterias mediante dos vias diferentes. Por un lado se puede producir
mediante la enzima nitrogenasa, ya que por cada molécula de N2 atmosférico que se fija produce
una molécula de Hz, o mediante la enzima hidrogenasa, que a partir de dos protones y dos
electrones forma una molécula de H> (19). No obstante, aunque la produccion de biohidrogeno
mediante cianobacterias es una forma ecoldgica y rentable de producir biocombustible, ya que el
cultivo de cianobacterias tiene un coste econémico muy reducido, el rendimiento en la produccion
de H: es todavia muy bajo (19).

Finalmente, las cianobacterias tienen un gran potencial para agricultura sostenible. Por una parte
liberan sustancias extracelulares que promueven el crecimiento de las plantas, como hormonas,
vitaminas o aminodacidos, ademéas de producir una alta variedad de compuestos biol6gicamente
activos como antibacterianos, antifingicos y antivirales que protegen a las plantas de ciertas
enfermedades (19). Ademas, se ha sugerido que en suelos salinos o con un alto pH, en los que la
productividad agricola es menor, el uso de cianobacterias podria permitir su recuperacion, ya que
estos organismos forman un estrato grueso sobre la superficie del suelo y son capaces de
conservar el carbono, nitrégeno y fosforo organicos, asi como la humedad, de forma que se
mejora la permeabilidad y aireacion del suelo (19). No obstante, su principal aplicacion en
agricultura es su uso como biofertilizantes, gracias a la capacidad de algunas especies de fijar el
nitrogeno atmosférico y liberarlo al medio en formas que puedan ser asimiladas por las plantas
como amonio, polipéptidos, o amino&cidos, pudiendo llegar a contribuir con entre 20 y 30 kg de
nitrgeno por hectarea, lo que las convierte en buenas candidatas para reemplazar a los
fertilizantes quimicos (19).

En muchas de estas aplicaciones biotecnoldgicas juega un papel clave la capacidad de las
cianobacterias para fijar el nitrogeno atmosférico, un proceso que no pueden llevar a cabo la
mayoria de los organismos, lo que hace que comprender el metabolismo del nitrégeno y la
diferenciacion de heterocistos en cianobacterias sean campos de estudio de gran interés

2.2. Metabolismo del nitrégeno en cianobacterias

Las cianobacterias contribuyen de una manera muy importante al ciclo del nitrogeno de la
Tierra, ya que son capaces de incorporarlo a la biosfera a través de diferentes procesos de
asimilacion (20). El nitrdgeno puede ser incorporado a partir de diversas fuentes como nitrato,
nitrito, amonio o urea. Ademas, algunas cianobacterias son capaces de asimilar aminoacidos,
particularmente arginina y glutamina, y las especies diazotroficas pueden llevar a cabo la fijacion
de dinitrogeno (20).

La fuente de nitrégeno preferida por las cianobacterias generalmente es el amonio, que es la
especie de nitrogeno mas reducida, pues el resto de fuentes de nitrogeno deben sufrir procesos de
reduccion que conllevan un gasto de energia y de equivalentes reductores para poder ser
incorporados en los esqueletos carbonados (21). Por ello, la presencia de amonio juega un papel
crucial en el control de los procesos de asimilacion y cuando este compuesto se encuentra
disponible para las cianobacterias, se activan una serie de mecanismos que reprimen las vias de
asimilacion del resto de formas del nitrgeno (21).
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A altas concentraciones y pHs alcalinos, la mayor fraccion del amonio se encuentra en forma de
amoniaco, el cual puede difundir de forma pasiva a través de las membranas celulares. No obstante,
en el medio ambiente por lo general el amonio se encuentra a una baja concentracion, de forma que
se requieren permeasas especificas (Amt) para su incorporacion eficiente en la célula (22).

2.2.1. Asimilacion de nitrato y nitrito

A pesar de que el amonio puede incorporarse del medio, esta via es minoritaria y principalmente
se obtiene de la reduccion de nitratos y nitritos (22). Dada la baja concentracion en la que se
encuentran en el medio ambiente (20), la entrada de nitratos y nitritos en la célula se produce a
través de un sistema de transporte activo mediado por un transportador tipo ABC (ATP-binding
cassete) (23). En concreto, el transportador que media la entrada de nitrato y nitrito en la célula es
NrtABCD, el cual esta codificado por los genes nrtA, nrtB, nrtC y nrtD (24). NrtA es una
lipoproteina periplasmica anclada a la membrana citoplasmatica que une tanto nitrato como nitrito
con una alta afinidad y NrtB es una proteina transmembrana altamente hidrofébica, la cual se ha
propuesto que forma un homodimero y representa la via de transporte de los sustratos a traves de la
membrana. NrtD, asi como el dominio N-terminal de NrtC son dominios de unién a nucleétidos y
poseen actividad ATPasa, mientras que el dominio C-terminal de NrtC muestra homologia con
NrtA, aportando un sitio de unién a nitrato/nitrito intracelular y con un posible papel regulador (23).
No obstante, algunas cianobacterias poseen un Unico gen de transporte de nitrato, denominado nrtP,
el cual en lugar de emplear ATP como fuente de energia, emplea un gradiente de H* o Na* (24).

Una vez en el interior de la célula, el nitrato debe ser reducido a amonio mediante dos reacciones
secuenciales, las cuales son llevadas a cabo por la nitrato reductasa (narB) y nitrito reductasa
(nirA) (22). Ambas son metaloenzimas y requieren de cofactores metalicos para poder realizar su
funcion. La nitrato reductasa contiene un cluster sulfoférrico formado por 4 atomos de hierro y 4
atomos de azufre ([4Fe-4S])), asi como un cofactor de molibdeno, mientras que la nitrito reductasa
posee como grupos prostéticos un cluster sulfoférrico [4Fe-4S] y un grupo sirohemo (23). En el
proceso de reduccion del nitrato, en primer lugar, la nitrato reductasa cianobacteriana cataliza la
reduccion de dos electrones del nitrato para dar lugar al nitrito. En esta reaccion se produce un
flujo de electrones desde la ferredoxina reducida obtenida de la fotosintesis (o flavodoxina) al
cluster [4Fe-4S] y después al cofactor de molibdeno, donde el nitrato es reducido a nitrito.
Posteriormente, en la segunda reaccién, catalizada por la nitrato reductasa, los electrones se
transfieren desde la ferredoxina reducida (o flavodoxina) al cluster sulfoférrico de la nitrito
reductasa y de ahi al grupo sirohemo, donde el nitrito es reducido a amonio (20).

En la mayoria de las cianobacterias, incluyendo Anabaena sp. PCC7120, los genes del
transportador ABC (nrtABCD), de la nitrato reductasa (narB) y de la nitrito reductasa (nirA) se
encuentran constituyendo un operdn denominado nir cuya estructura es nirA-nrtABCD-narB
(24). Este operdn se expresa en altos niveles unicamente cuando el amonio no se encuentra
presente en el medio (24), pues como se ha mencionado anteriormente, en presencia de amonio,
este es la fuente preferida de nitrogeno para las cianobacterias (21).
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2.2.2. Asimilacion de nitrégeno organico

Las cianobacterias también son capaces de asimilar nitrogeno organico en forma de
aminoacidos o urea, la cual es una de las principales fuentes en ecosistemas marinos (25). La urea
puede proceder de su excrecion como producto de desecho de otros seres vivos, asi como ser
liberada de los sedimentos en suelos agricolas fertilizados con urea (26). No obstante, las
concentraciones de urea en los ecosistemas son bajas, por lo que para su entrada en la célula se
requiere la presencia de transportadores (27).

En cianobacterias, la entrada de urea en la célula tiene lugar mediante la permeasa de tipo ABC
codificada por los genes urt, los cuales se encuentran en un cluster en el genoma, con la estructura
urtABCDE (27). Dicho transportador estd formado por las proteinas UrtA, una lipoproteina
anclada a membrana capaz de unir urea, UrtB y UrtC, proteinas integrales de membrana y UrtD
y UrtE que son proteinas de union a ATP (26). Una vez en el interior celular, las cianobacterias
para metabolizar la urea, emplean la enzima ureasa, que es una metaloenzima dependiente de
Ni?*. La ureasa esta codificada por los genes estructurales ureA, ureB y ureC (28), pero ademas
requiere otros 4 genes accesorios (ureD, ureE, ureF y ureG) para la biogénesis del sitio activo de
la ureasa poseedor de niquel (25). La urea se hidroliza a amoniaco y &cido carbamico, el cual se
hidroliza de forma espontanea en &cido carbdnico y una segunda molécula de amoniaco.
Finalmente, en condiciones fisioldgicas, se disocia un proton del acido carbdnico y el amoniaco
se convierte en amonio (26), el cual sera introducido en los esqueletos carbonados.

Las cianobacterias también pueden obtener nitrégeno a partir de aminoacidos, concretamente a
partir de arginina y glutamina (28), los cuales deben ser catabolizados para poder emplear el
nitrégeno que contienen (29). La glutamina se metaboliza a través del ciclo GS-GOGAT (28) y
genera glutamato y amonio (21), mientras que la arginina puede ser catabolizada por dos rutas
diferentes. En la primera de ellas, estan involucradas la enzima arginasa, y el ciclo de la urea 'y se
genera glutamato y amonio mientras que en la segunda participa la enzima arginina deaminasa, que
produce amonio Yy citrulina, la cual se sigue catabolizando hasta obtener amonio (29).

2.2.3. Fijacion de nitrégeno atmosférico

Muchas cianobacterias son diazotroficas, es decir, ante una situacion de deficiencia de nitrégeno
combinado, pueden fijar el nitrdgeno atmosférico o dinitrégeno (N2). Paraello, emplean la enzima
nitrogenasa, la cual es capaz de reducir el dinitrbgeno a amoniaco, en una reaccion
energéticamente muy costosa para la célula, puesto que requiere 16 moléculas de ATP y 8
donadores de electrones (generalmente ferredoxina reducida) para fijar una molécula de N». Es
por este motivo que la fijacion de nitrdgeno Unicamente se produce cuando no hay otra fuente de
nitrogeno disponible (15).

La enzima nitrogenasa es un complejo multienziméatico compuesto por la dinitrogenasa y la
dinitrogenasa reductasa, codificadas por el operon nifHDK. La dinitrogenasa es un
heterotetramero de dos subunidades o y dos P, codificadas por los genes nifD y nifK,
respectivamente, y posee dos cofactores de hierro y molibdeno y dos cluster Fe-S (conocidos
como clasteres P), mientras que la dinitrogenasa reductasa es un homodimero con un grupo
sulfoférrico ([4Fe-4S]) y esta codificada por el gen nifH (30).
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Una de las principales caracteristicas de la nitrogenasa es que se inactiva irreversiblemente en
presencia de oxigeno. Por ello un requisito imprescindible para que las cianobacterias puedan
llevar a cabo la fijacion de nitrégeno es que esta enzima se encuentre en un ambiente andxico.
Dado que las cianobacterias producen oxigeno durante la fotosintesis, estos organismos han
desarrollado diferentes estrategias para poder llevar a cabo la fijacién de nitrégeno (15).
Cianobacterias como Crocosphaera, Cyanothece o Gloeothece realizan una separacién temporal
de la fotosintesis y de la fijacion de nitrdgeno. Generalmente en presencia de luz realizan la
fotosintesis mientras que en oscuridad llevan a cabo la fijacion de nitrogeno, durante la cual
ademas tienen una elevada tasa de respiracion, con el objetivo de consumir el mayor oxigeno
posible y asi poder conseguir un ambiente anaerdbico (15).

Por otro lado, cianobacterias como Anabaena, Fischerella o Scytonema llevan a cabo una
separacion espacial, mediante un proceso de diferenciacion celular que da lugar a los heterocistos,
células especializadas en la fijacion de nitrdgeno. Como se ha descrito, estas células se
caracterizan por presentar una envuelta glicolipidica, que impide la entrada de gases, asi como
por la ausencia de fotosistema Il, de forma que se genera un ambiente anaerdbico (15).
Finalmente, existen casos que no cumplen estrictamente ni las caracteristicas de separacion
temporal ni las de espacial como Trichosdemium, en la cual la nitrogenasa se encuentra presente
en 10 células consecutivas. Aungue estas células podrian considerarse diferenciadas, no presentan
las caracteristicas de los heterocistos, pues por ejemplo, la nitrogenasa de los heterocistos durante
la noche, a pesar de funcionar a menores ratios, no es inactivada y degradada, tal y como ocurre
en estas células de Trichosdemium (15).

2.2.4. Incorporacion de amonio en los esqueletos carbonados

Independientemente de la fuente de nitrdgeno empleada, el amonio intracelular se incorpora a
los esqueletos carbonados a través de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintetasa
(también llamada glutamina-oxoglutarato amidotransferasa, GOGAT), en el denominado ciclo
GS-GOGAT (20). En el primer paso, la glutamina sintetasa cataliza mediante consumo de ATP
la incorporacion del amonio en glutamato, formando glutamina. Posteriormente, la glutamato
sintetasa transfiere un grupo amida de la glutamina al 2-oxoglutarato (2-OG), una molécula
intermedia del ciclo del &cido tricarboxilico (TCA), de forma que se liberan dos moléculas de
glutamato (22), en una reaccién que requiere poder reductor (28). A partir de las moléculas de
glutamato generadas, otras aminotransferasas pueden transferir el grupo amino a otros esqueletos
carbonados para generar distintos aminoacidos (22).

Respecto a las enzimas que participan en este proceso, se han encontrado dos tipos tanto de
glutamina sintetasa como de glutamato sintetasa en cianobacterias. La mayoria de especies poseen
Unicamente una glutamina sintetasa, la cual esta codificada por el gen gInA. No obstante, algunas
especies poseen ademas de esta, una glutamina sintetasa hexamérica, la cual esta codificada por el
gen gInN. (21) Por otro lado, la glutamato sintetasa predominante en cianobacterias es Fd-GOGAT,
la cual emplea la ferredoxina como donor de electrones y esté codificada por el gen glsF, aunque
en Synechocystis y Plectonema boryanum se ha descrito ademas la presencia de NADH-GOGAT,
que emplea NADH como poder reductor y es codificada por gltB y gltD (22).

En la figura 2, se representan las principales vias de asimilacion de nitrégeno en cianobacterias
y la asimilacion de amonio en esqueletos carbonados.
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Figura 2. Principales vias de asimilacién de nitrégeno en cianobacterias. Recuadrado en amarillo se encuentra la
fijacién de nitrégeno, proceso que se produce Unicamente en ausencia de otras fuentes de nitrégeno combinado y que
requiere una separacion temporal o espacial debido a la sensibilidad al oxigeno de la nitrogenasa. En algunas
cianobacterias filamentosas como Anabaena, este proceso se produce exclusivamente en los heterocistos. Adaptado de
(20).

2.2.5. Regulacion del metabolismo del nitrogeno

La activacion de las vias de asimilacion de fuentes alternativas de nitrdgeno en ausencia de
amonio se produce principalmente a nivel de expresion génica gracias al regulador transcripcional
NtcA, el cual pertenece a la familia CRP (CAMP receptor protein) y contiene un dominio de union
al efector en el extremo N-terminal y un motivo hélice-giro-hélice de unioén al DNA en el extremo
C-terminal (28).

En ausencia de amonio, NtcA promueve la expresion de los genes de asimilacion de fuentes
alternativas de nitrdgeno como los operones nir y urt implicados en la asimilacion de nitrato y de urea,
respectivamente, asi como los genes amt y gInA implicados en la asimilacién de amonio, aunque
también puede actuar como represor de ciertos genes (31). El gen ntcA esté autorregulado, mostrando
un bajo nivel de expresion en condiciones de suficiencia de amonio y un aumento de su expresion,
que es dependiente del propio NtcA, cuando hay una deficiencia de amonio (31). Asi mismo, la
transcripcion de ntcA esta modulada por el regulador de la homeostasis de hierro FurA (32) y es
dependiente del regulador HetR (33).

Ademas, la union de NtcA al DNA depende de los niveles de 2-oxoglutarato (2-OG) en la célula,
que, en cianobacterias, sirve principalmente como esqueleto carbonado para la asimilacién de
nitrégeno. Ante una deficiencia de nitrégeno, como no se puede incorporar amonio a esqueletos
carbonados, se produce una acumulacién transitoria de 2-OG, cuyo alto nivel actia como sefial
de deficiencia de nitrogeno (34) y modula la actividad de NtcA, tanto de forma directa como de
forma indirecta (23). Directamente, la union de 2-OG a NtcA potencia la union de NtcA a sus
promotores diana, ya que la union de dos moléculas de 2-OG promueve cambios
conformacionales que permiten una distancia y orientacion optima de los dominios de unién a
DNA que favorecen la union a sus promotores (22).
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Por otro lado, la unién de 2-OG a la proteina PII (nitrogen regulatory protein PII) produce la
liberacién de la proteina PipX (PII interacting protein X) la cual queda disponible para unirse a
NtcA y funciona como coactivador, posiblemente al proveer més contactos con la RNA
polimerasa (35). Por tanto, aunque NtcA puede unirse por si sola al DNA y regular la
transcripcion génica, los mayores cambios en la expresion de genes regulados por NtcA se
producen en condiciones de deficiencia de nitrogeno ya que, como consecuencia del aumento en
los niveles de 2-OG, se forma el complejo 2-OG-NtcA-PipX (22).

2.2.6. Mecanismos genéticos implicados en la diferenciacion de heterocistos

Ante una situacion de deficiencia de nitrogeno combinado, las cianobacterias filamentosas
diazotréficas como Anabaena, diferencian algunas de sus células vegetativas a heterocistos, en
un proceso que se puede dividir en 4 etapas: iniciacion, generacion del patron, compromiso y
morfogénesis. La primera etapa es la iniciacion, en la que se percibe la sefial de deficiencia de
nitrogeno, la cual se transduce y desencadena el proceso de diferenciacion. A continuacion, tiene
lugar la generacion de un patron, en la que se establece la distribucion de los heterocistos a lo
largo del filamento, de forma que queden espaciados por entre 10 y 15 células vegetativas.
Posteriormente tiene lugar la etapa de compromiso, en la que diferenciacion se vuelve irreversible
y finalmente se produce la etapa de morfogénesis en la que se producen los cambios morfoldgicos
y bioquimicos que dan lugar a un heterocisto funcional (36).

En la etapa de iniciacidn, el aumento de 2-OG es percibido por NtcA, la cual activa de manera
indirecta a hetR, el principal regulador de la formacion de heterocistos, a través del intermediario
NrrA. No obstante, se han descrito otros posibles intermediarios entre NtcA y HetR, como la
proteina quinasa Pkn22 y las fosfatasas PrpJ1 y PrpJ2 (37). Ademas, tanto ntcA como hetR estan
autorregulados positivamente (38). Para la correcta activacion de HetR, ademas de NtcA, se
requiere la proteina HanA, de la familia de las histonas HU, que es esencial para el desarrollo del
heterocisto (39). Otra proteina necesaria para la diferenciacion de los heterocistos es HetC, la cual
es similar a un transportador de tipo ABC (40) y esta regulada por NtcA durante las etapas
tempranas de la diferenciacion, aunque en estadios mas tardios también muestra regulacion por
HetR (41).

La distribucion de los heterocistos a lo largo de los filamentos de Anabaena no se produce al
azar, sino, que sigue un patrén, que se genera en las primeras horas en ausencia de nitrégeno. Por
ejemplo, en muchas especies del orden Nostocales, los heterocistos se separan entre 10 y 15
células vegetativas (42). Un evento clave en la formacidon del patrdn es la autorregulacion positiva
de HetR que tiene lugar en la célula que se diferencia y la inhibicién de HetR por PatS en células
vecinas. El gen patS codifica un péptido de entre 13 y 17 aminoacidos que en su extremo C-
terminal posee un pentapéptido, el cual interacciona con HetR e inhibe su capacidad de union al
DNA (43). PatS no es el unico inhibidor de HetR, sino que también estan implicados PatX y
HetN, los cuales poseen el mismo péptido que PatS para inhibir a HetR. PatX, al igual que PatS,
actta en las primeras etapas del desarrollo de los heterocistos, mientras que los niveles de HetN
aumentan posteriormente, de forma que sirven de reemplazo a PatS y PatX en el mantenimiento
del patron (37). La expresion de patS, patX y hetN esta controlada de manera indirecta por HetR
y la expresion de patX ademas esta controlada de forma directa por NtcA (37).
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La expresion de patS da lugar a un producto génico, el cual es procesado generando un péptido
de menor tamafio que incluye el extremo C-terminal y por tanto el pentapéptido que inhibe a
HetR. Este péptido se transfiere a las células vecinas, para establecer un gradiente de
concentracion, con un mayor nivel en la célula adyacente a la productora y menores niveles
cuanto mas lejos se encuentra la célula del filamento de la productora (42). Se ha especulado que
la transferencia del péptido activo de PatS se podria producir mediante el transportador del tipo
ABC HetC, que se localiza mayoritariamente en los polos de los heterocistos, o a través de las
uniones septales (42). Finalmente, el ratio PatS:HetR juega un papel decisivo en la diferenciacion
a heterocistos, de tal forma que las células con una mayor proporcion de PatS, continuaran siendo
vegetativas, mientras que en aquellas en las que la concentracion de HetR sea mayor, se
diferenciaran a heterocistos (38).

Aunque sea necesario el procesamiento de PatS para su exportacion a células vecinas y para la
inactivacion de HetR, PatS sin procesar es activa. Por ello, para evitar la inhibicion de HetR en las
células que se estan diferenciando a heterocistos (aquellas en las que se genera PatS) se ha desarrollado
un mecanismo de inmunidad frente a PatS (42), mediado por la proteina codificada por el gen hetL,
cuya expresion esta regulada por HetR (43). HetL interacciona fuertemente con HetR sin impedir su
union al DNA y dado que interacciona con HetR en la misma region que PatS (y PatX), su union
impide la inhibicion de HetR las mismas (43). Ademas de estas proteinas, la generacion del patron de
forma correcta requiere de otros genes, a los que se les ha denominado genes pat, donde se incluyen
patA, patL, patN, patU3, patB, patC y patD (44). En la figura 3, se muestra un esquema de los
principales genes implicados en la formacion del patron de diferenciacion.

NtcA ——»NITA
P
Hetl «—— hetR’\ \
;
HetR activa ® HetR inactiva
Proheterocisto Célula vegetativa

> PatX
Establecimiento del
patron

NtcA <—>He R ----- »Pat

HetL Mantenimiento del
HetN E— patrén

Figura 3. Mecanismos genéticos implicados en la formacién del patron de heterocistos. A. Esquema del balance
entre sefiales activadoras e inhibidoras que establecen la formacion de heterocistos representado tanto en células que se
van a diferenciar como en células vegetativas, en el que se pone a PatS como ejemplo de PatX y HetN. Las lineas verdes
y con punta de flecha indican activacién de proteinas, mientras que las lineas rojas terminadas en barra indican
inhibicién. La linea discontinua indica el resultado final en cada tipo celular. B Red de regulacion implicada en la
formacidn del patrén de heterocistos. Las lineas verdes acabadas en punta de flecha indican activacion proteica, las rojas
acabadas en barra, inactivacion y las lineas discontinuas indican regulacién indirecta. Adaptado de (37).
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Una vez formado el patron, se llega al punto de no retorno (etapa de compromiso), que tiene
lugar tras aproximadamente 8 horas desde el inicio de la diferenciacion (37) y en él, se produce
la diferenciacion de la célula vegetativa a heterocisto de manera irreversible (36). En esta etapa,
juegan un papel clave los genes hetZ y hetP, ambos regulados directamente por HetR. HetP
promueve el comienzo del proceso de diferenciacion y estd modulado por interacciones proteina-
proteina con sus homologos asl1930, alr3234 y alr2902, los cuales retrasan la fase de
compromiso e inhiben la diferenciacion (36). Por su parte HetZ es un efector positivo de la
diferenciacion a través de interacciones proteina-proteina con HetR y HetP y controla la expresion
de hetR y patS, amplificando la sefial producida por estas proteinas, de forma que se alcancen
concentraciones suficientes para llegar al punto de no retorno (45). Ademas se ha propuesto que
HetZ y HetP tienen una funcion en la transduccion de sefial entre la fase de iniciacion y
morfogeénesis, aunque el mecanismo molecular no es conocido todavia (37).

Una vez que se ha alcanzado el punto de no retorno, se expresan los genes requeridos para la
sintesis y deposicién de las envueltas celulares del heterocisto, dando lugar a la formacion de las
capas de glicolipidos (Hgl) y de exopolisacaridos (Hep) (37). Para la formacion de la capa Hep, se
requiere la expresion de hepA, que codifica un transportador tipo ABC (40) y estd regulado
directamente por HetR (46) y de las glicosiltransferasas hepB y hepC (40). La expresion de los
genes hepA, hepB y hepC estd modulada por el regulador de respuesta DevR que forma parte de un
sistema de dos componentes en el que intervienen las histidin quinasas HepK y HepN y por el
sistema de dos componentes de la serin treonin quinasa anclada a la membrana HepS y el regulador
de respuesta HenR, el cual modula también la sintesis de la envuelta de glicolipidos Hgl (42)

Por otro lado, para la formacion de la capa Hgl, se requiere la expresion de los genes hglE, hglF,
hglG, hglD, hglIC, hglA y hgIB, los cuales se encuentran en un cluster y codifican enzimas
asociadas con la sintesis de glicolipidos, y del gen hglT, que codifica una sintasa glicolipidica que
cataliza el paso final de la sintesis de la envuelta Hgl (37). Se han descrito dos sistemas de
transporte de Hgl, uno compuesto por el transportador HgdBCD (37) y otro compuesto por un
transportador de tipo ABC codificado en el operén devBCA (controlado por NtcA) y por HgdD,
una proteina formadora de poros en la membrana externa (47). La formacion de esta envuelta,
ademas de por el sistema de dos componentes HepS/HenR, estd modulada por el gen devH, cuya
expresion depende de NtcA y HetR y que codifica un regulador transcripcional de la familia CRP
que regula los genes hglB, hglC, hglD y hglE (48).

Dado que la nitrogenasa es sensible al oxigeno, durante la etapa de morfogénesis también se
generan protecciones enzimaticas frente al oxigeno. En el heterocisto se expresan dos oxidasas
respiratorias terminales, Cox2 y Cox3, dependientes tanto de NtcA y HetR (42) como de DevH
(48), y proteinas flavin-dihierro como FlviB y FIv3B, que reducen directamente el O; a agua sin
produccidn de especies reactivas de oxigeno (42). En el heterocisto maduro también se expresan
los genes petH, que codifica la ferredoxina-NADP* reductasa del heterocisto y tiene un rol
importante en la distribucion de electrones; gInA, que codifica la glutamina sintetasa, la cual
incorpora el amonio al glutamato para generar glutamina; y el operon nifHDK, que codifica el
complejo de la nitrogenasa y que esta regulado por PatB (CnfR) (42). Ademés se producen
excisiones génicas que permiten la eliminacion de elementos de DNA que interrumpen los genes
fdxN (ferredoxina del heterocisto), nifD (subunidad o de la dinitrogenasa) y hupL (subunidad de la
hidrogenasa) mediante las recombinasas XisA, XisF y XisC, respectivamente (49).
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2.3. Homeostasis de metales en cianobacterias: las proteinas FUR

El control de homeostasis de metales es muy importante en todos los microorganismos, pero en
cianobacterias tiene mayor importancia porque estos organismos tienen un requerimiento de
metales mucho més alto. Esto se debe a principalmente a dos procesos celulares que tienen un
alta demanda de metales: la fotosintesis, pues los complejos fotosintéticos como los fotosistemas
I'y Il o el citocromo bef son metaloproteinas que requieren gran cantidad de metal, principalmente
hierro y manganeso, y el metabolismo del nitrégeno (50). Respecto al metabolismo del nitrégeno,
en la asimilacion de nitrato y nitrito, las enzimas nitrato y nitrito reductasa poseen grupos
sulfoférricos ([4Fe-4S]) y ademas la primera contiene un cofactor de molibdeno y la segunda un
grupo sirohemo, que contiene hierro (23) mientras que la enzima ureasa, implicada en el
metabolismo de la urea, es dependiente de niquel (25). No obstante, junto con la fotosintesis, el
proceso con un mayor requerimiento de metales es la fijacion de nitrégeno atmosférico, ya que
las enzimas que forman el complejo nitrogenasa requieren cofactores formados por hierro y
molibdeno, y grupos prostéticos de hierro y azufre (30). Ademas, algunas proteinas implicadas
en diferenciacion de heterocistos o fijacion de nitrogeno, como el regulador PatB y la ferredoxina
del heterocisto FdxH, requieren hierro (32). Por ello, la homeostasis de metales, ademas de para
otros muchos procesos celulares, es un proceso fundamental para que el metabolismo y la fijacién
del nitrégeno se desarrollen correctamente

Aunque la presencia de metales es critica para el correcto funcionamiento celular, cuando su
concentracion en la célula aumenta tienen lugar reacciones redox indeseadas o se produce la unién
de metal a sitios inapropiados de enzimas, desarrollando efectos toxicos. Por ello, la adquisicion
de metales debe estar estrictamente controlada y se han desarrollado mecanismos que permiten
mantener la homeostasis de metales (51). Entre los metales de transiciéon, el hierro es uno de los
factores mas importantes para el correcto desarrollo de procesos fisioldgicos de la célula, tales
como fotosintesis, respiracion, fosforilacion oxidativa, asimilacion de nitrato y, sobre todo, la
fijacién de nitrogeno en cianobacterias diazotroficas, pues el complejo nitrogenasa requiere 40
atomos de hierro por molécula de enzima (52). El hierro, a pesar de ser el cuarto elemento méas
abundante de la corteza terrestre, se encuentra poco biodisponible, por lo que las cianobacterias,
han desarrollado sideréforos y otros mecanismos de incorporacion de hierro para poder disponer
de la cantidad suficiente de este metal (53). No obstante, el hierro intracelular debe mantenerse
en niveles permisivos, ya que en condiciones aerdbicas produce especies reactivas de oxigeno
mediante la reaccién de Fenton y resulta toxico (53). Dado que es un elemento imprescindible
para el metabolismo de las cianobacterias, pero su exceso produce toxicidad (53), su homeostasis
debe estar estrictamente controlada.

En procariotas, la homeostasis de metales esta controlada principalmente por los reguladores
pertenecientes a la familia FUR (Ferric Uptake Regulator) (54). Por lo general, las proteinas Fur
actian como metalorepresores, uniéndose en forma de dimeros a secuencias palindromicas ricas
en adeninas y timinas encontradas en los promotores de sus dianas y denominadas cajas Fur. Para
ello, emplean un metal como co-represor, el cual al unirse a las proteinas FUR produce un cambio
en el regulador, que promueve y estabiliza su union con el DNA (54). Las proteinas FUR
comparten un plegamiento comun, compuesto por una hélice alada, que constituye el dominio de
union a DNA en el extremo N terminal y por un sitio de union a metal que se encuentra en el
extremo C-terminal, el cual ademas permite la dimerizacién de la proteina (54).
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En la cianobacteria fijadora de nitrdgeno Anabaena sp. PCC 7120, se han descrito tres paralogos
de las proteinas FUR: FurA, que es el ortdlogo de Fur (Ferric Uptake Regulator), FurB, que
corresponde al ortlogo de Zur (Zinc Uptake Regulator) y FurC, que es el ortélogo de PerR
(Peroxide Response Regulator), los cuales, ademas de controlar la homeostasis de metales, estan
estrechamente relacionados con el control del metabolismo del nitrogeno, entre otros procesos.

FurA es el principal regulador de la homeostasis de hierro, controlando los principales
mecanismos de absorcion de este metal por la célula (55). No obstante, FurA no solo esta
implicado en la homeostasis de hierro, sino que modula otros muchos genes relacionados con
otros procesos fisiologicos como la fotosintesis o la defensa frente a estrés oxidativo, y se
considera un regulador global (56). Entre estos procesos, destaca su papel como regulador del
metabolismo del nitrogeno y la diferenciacion de heterocistos. En los heterocistos, durante las
primeras 15 horas tras la deficiencia de nitrogeno, la expresion de furA es activada por NtcA,
mientras que en células vegetativas NtcA reprime su expresion (32). Ademas su apropiada
expresion es necesaria para el correcto desarrollo de los heterocistos, pues la desregulacion de
furA produce alteraciones en la diferenciacion de heterocistos (57). Por otro lado, FurA actla
como represor de ntcA y se ha propuesto que podria disminuir la expresion de ntcA en estadios
tardios de la diferenciacion de heterocistos.

Asi, FurA permite integrar la homeostasis de hierro y el metabolismo del nitrégeno (57). En
suficiencia de hierro, NtcA aumenta la expresion de furA durante la primera fase de diferenciacion
del heterocisto. Estos niveles aumentados de FurA en las etapas centrales y tardias de desarrollo
del heterocisto regulan negativamente la expresion de ntcA, de manera que FurA colabora en la
regulacion de la induccion de NtcA durante la diferenciacion de heterocistos (57). Por el
contrario, en deficiencia de hierro, hay una mayor expresion de furA, lo que provoca una represion
de ntcA desde el comienzo de la diferenciacién del heterocisto que impide que el proceso tenga
lugar (57). Ademas de regular ntcA, FurA se une al promotor de hetR (principal regulador de la
diferenciacion de heterocistos) (57) y, activa de forma directa otros genes implicados en la
formacion del heterocisto como hetC o patA (55).

FurB regula la homeostasis del zinc, pues controla proteinas implicadas en la incorporacion de
este metal en la célula, reprimiendo la transcripcion de genes diana en condiciones de suficiencia
de zinc (58). Ademaés tiene un papel protector en condiciones de estrés oxidativo, pues se une de
forma inespecifica al DNA protegiéndolo del dafio oxidativo (59) y se ha descrito que también esta
implicado en otros procesos fisioldgicos de la cianobacteria como fotosintesis y respiracion,
metabolismo del carbono, sintesis de la pared celular, metabolismo de aminoacidos, formacién de
biofilms y metabolismo del nitrégeno y diferenciacion de heterocistos (60). El transcriptoma de una
estirpe de deleccién de furB muestra cambios en genes implicados en el metabolismo del nitrogeno,
como el aumento de los transcritos de nifK y la disminucion de la proteina de unién a ATP del
transportador de nitrato, asi como alteraciones en la diferenciacion de heterocistos (60). Ademas,
esta estirpe muestra menor transcripcion de ciertos genes implicados en la formacion del heterocisto
como trpE (60), que codifica para la antranilato sintetasa, necesaria para inducir la diferenciacion
(61), asi como de un homologo de hetP, de patA, requerido para la correcta formacion del patron
y de nifD que codifica la cadena a de la nitrogenasa (60). Finalmente, se observa un aumento de la
expresion de la cianoficinasa y la cianoficina sintetasa (60), implicadas en la degradacion y sintesis
de la cianoficina respectivamente, que funciona como una reserva dinamica de nitrégeno (62).
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FurC se corresponde con el ort6logo de PerR y esta implicado en la respuesta a estrés oxidativo,
pues regula mecanismos de detoxificacion en respuesta a perdxido de hidrégeno, como algunas
peroxirredoxinas (52). La union de FurC al DNA estd modulada por peroxido de hidrégeno, el
cual, por medio de un fendmeno de oxidacion catalizada por metal, hace que se libere del DNA
(63). FurC participa también en otros procesos celulares, pues esta implicado en procesos
morfolégicos y de division celular o en la fotosintesis (52).

Al igual que los otros pardlogos FUR, FurC también participa en el metabolismo del nitrégeno
y diferenciacion de heterocistos (64). Su expresion esta modulada por NtcA, el cual se une a su
promotor (32), y ademas la sobreexpresion de FurC en Anabaena, impide que esta desarrolle
heterocistos en deficiencia de nitrdgeno (64). En concreto, se ha propuesto que FurC podria jugar
un papel importante en el establecimiento del patron de heterocistos pues regula genes como
asrl734 (regulador negativo de la diferenciacion) y hetZ (efector positivo de la diferenciacion)
(64).

FurC también modula la biosintesis de las envueltas del heterocisto, pues se une a los
promotores del gen hepC y del operdn devBCA y parece reprimir la expresion del operén nifHDK,
el cual codifica las proteinas estructurales del complejo nitrogenasa, necesario para la fijacion de
nitrégeno (64). Ademas, el operdn xisHI, el cual codifica para la recombinasa XisF1, esnecesario
para la escision de un elemento de DNA que interrumpe el gen de la ferredoxina del heterocistos
(fdxN), y el gen rbrA (ruberitrina) también estan bajo el control de FurC. Finalmente, FurC regula
de manera indirecta el gen patA, implicado en la formacion del patron, ya que se observa un
aumento notable de su expresion en el mutante de sobreexpresion de FurC, pero el regulador no
Se une a su region promotora (64). Por tanto, ademas de regular directamente genes implicados
en el metabolismo del nitrégeno y la formacion del heterocisto, las proteinas Fur parecen regular
también de forma indirecta genes que juegan papeles importantes en estos procesos.

2.4. Redes de regulacion transcripcional en la cianobacteria Anabaena sp. PCC 7120

El anlisis de los transcriptomas estirpes de desregulacion de las proteinas FUR en Anabaena
sp. PCC 7120 revel6 que se producia expresion diferencial de un gran nimero de genes con
funciones reguladoras, principalmente reguladores transcripcionales y sistemas de dos
componentes. Los sistemas de dos componentes son sistemas de regulacion basados en un
mecanismo de acoplamiento estimulo-respuesta, el cual permite a los organismos detectar y
responder a cambios en diferentes condiciones ambientales. El sistema candnico consiste en una
proteina histidin quinasa, la cual detecta los cambios, y activa al segundo componente, que es una
proteina reguladora de respuesta, la cual suele actuar como un regulador transcripcional (65).

En concreto, en el transcriptoma de una estirpe de deleccion condicional de FurA se observo
que se alteraba la expresion de 170 genes (56), en el de la estirpe de deleccion de FurB, 25 (60)
y en el de la estirpe de sobrexpresion de FurC, 30 (64). De esta forma, las proteinas FUR, ademas
de actuar como reguladores directos, llevan a cabo una regulacion indirecta a traves de la
modulacion de genes con funciones reguladoras, estableciendo redes de regulacion
transcripcional.
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Con respecto a FurA, se ha observado que regula de forma directa tres genes que codifican
reguladores transcripcionales, denominados all1651, all3903 y calB y seis genes que codifican
elementos de sistemas de dos componentes: en concreto tres reguladores de respuesta (alr0072,
all3348 y rpaA), una sensor-quinasa hibrida (all1804) y el operon all7584-83, que codifica una
sensor quinasa (all7583) y un regulador de respuesta (all7584) de un sistema de dos componentes
(Jorge Guio, datos no publicados). Por su parte, FurB controla la expresion dos operones que
codifican sistemas de dos componentes (all7584-83 y all7606-05) y genes que codifican una
sensor-quinasa hibrida (all5210), un regulador de respuesta (alr0072) y una serin/treonin quinasa
(all0900) (Jorge Guio, datos no publicados). Finalmente, FurC modula la expresion de tres genes
que codifican reguladores transcripcionales: alr1976, all0345 y all1651, asi como genes de una
sensor-quinasa (all3359) y de tres serin/treonin quinasas (alr0354, alr0709 y pknE) (Jorge Guio,
datos no publicados).

Ademas, se estudid la conexion de la red regulatoria de las proteinas FUR con la del regulador
global del metabolismo nitrogeno, NtcA. Se encontrd que una parte importante de esta red estaba
corregulada por NtcA, lo que sugiere que muchos de estos genes pueden estar implicados en el
metabolismo del nitrégeno (Jorge Guio, datos no publicados). En algunos casos se conoce la
funcion de los reguladores que forman parte de esta red, como CalB que es un regulador de la
familia AbrB y que junto con CalA esta involucrado en la adaptacion a deficiencia de nitrogeno
(66). Sin embargo, para la mayoria de los elementos que componen esta red de regulacion
transcripcional, tanto las funciones como los procesos celulares que controlan son desconocidos.

2.5. Interés del trabajo

El metabolismo del nitrégeno es uno de los procesos fisiologicos mas importantes en
cianobacterias y esta relacionado con muchas de sus aplicaciones biotecnolégicas. Por lo tanto,
el conocimiento detallado de la regulacién del metabolismo nitrogenado en cianobacterias no solo
permite comprender mejor su fisiologia sino también realizar modificaciones genéticas
encaminadas a potenciar o mejorar su potencial biotecnoldgico. No obstante, el control y
regulacion del metabolismo del nitrégeno, es un campo que todavia presenta muchas incognitas.

En este trabajo se seleccionaron para su estudio dos reguladores que forman parte de la red de
regulacion de FurC: Alr1976 y All0345, cuyas funciones celulares son desconocidas. No
obstante, se observé que el gen alrl976 presentaba expresion diferencial en un analisis
transcriptomico de Anabaena en condiciones de deficiencia de nitrégeno combinado frente a
condiciones en presencia de nitrato tras 12 horas desde el inicio de la deficiencia (67). Por su
parte, también se observo que el gen all0345 mostraba expresion diferencial en el transcriptoma
de la estirpe sobreexpresion de FurC frente a la silvestre en condiciones de deficiencia de
nitrégeno combinado, pero no en condiciones de presencia de nitrato (64).

Estas evidencias sugieren que los reguladores Alr1976 y All0345 podrian estar implicados en
la regulacion del metabolismo del nitrogeno y la diferenciacion de heterocistos en Anabaena sp.
PCC 7120. Por tanto, su purificacion y estudio son de gran interés, ya que podrian aportar
informacion y resolver algunas incégnitas sobre el control del metabolismo del nitrégeno en
cianobacterias.
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3. Hipotesis y objetivos del estudio

3.1. Hipdtesis del trabajo

La hipotesis que ha dado lugar a este trabajo es que los genes alr1976 y all0345, identificados
como diana directa de FurC, son reguladores transcripcionales que podrian estar implicados en la
regulacion de metabolismo del nitrégeno, lo que permitiria ampliar el regulén de FurC. En
concreto, la expresion del gen alr1976 disminuye 2,5 veces en Anabaena sp. PCC 7120 tras 12 h
de cultivo en deficiencia de nitrdgeno combinado en comparacion con el cultivo en condiciones
estandar (67). Por su parte, el gen all0345 muestra expresion diferencial en la estirpe de
sobreexpresion de FurC frente a la estirpe silvestre Unicamente en condiciones de deficiencia de
nitrégeno, pero no en condiciones estandar (64). Por ello, dado que FurC juega un papel clave en
el metabolismo del nitrogeno (64) se plantea que ademas de regular genes implicados en este
proceso de forma directa podrian regular también genes de forma indirecta a través de los
reguladores Alr1976 y All0345 .

3.2. Objetivos

El proposito de este trabajo Fin de Master es la purificacion y estudio funcional de las proteinas
Alr1976 y All0345 de Anabaena sp. PCC7120, que estan directamente reguladas por FurC y
ademas muestran indicios de participar en el metabolismo del nitrogeno. Para ello, en este trabajo
se plantearon los siguientes objetivos:

e Realizar un estudio bioinformatico de las proteinas Alr1976 y All0345 para identificar sus
dominios, determinar las familias a la que pertenecen, modelar su estructura y estudiar sus
relaciones filogenéticas.

e Obtener las proteinas Alr1976 y All0345 mediante sobreexpresién recombinante en E.
coli, llevando a cabo un clonaje de los genes alr1976 y all0345 en el vector pET28a y
optimizando su sobreexpresion y posterior purificacion mediante cromatografia de
afinidad a metales inmovilizados (IMAC).

e Caracterizar bioquimicamente las proteinas Alrl976 y AIll0345 obtenidas tras la
purificacion, estudiando la posible oligomerizacion o presencia de metales y optimizar sus
condiciones de union al DNA mediante ensayos de retardo en gel.

e Estudiar la posible implicacion de las proteinas Alr1976 y All0345 en la regulacion del
metabolismo del nitr6geno, estudiando su unién a regiones promotoras de genes
involucrados en el metabolismo del nitrégeno y la diferenciacion de heterocistos
mediante ensayos de retardo en gel.
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4. Materiales y metodos
4.1 Microorganismos y condiciones de cultivo
4.1.1. Cepas de E. coli
Las cepas de Escherichia coli utilizadas en este trabajo se recogen en la tabla 1.

Cepa Genotipo Empleo Origen
DHSa F-, U169 ($80AlacZAMI5), recAl, endAl, gyrAge, | Conservacion de | Invitrogen
thi-1 hsdR17 (rc, m«*), phoA, SUpE4d, relAlx-, | Plasmidos
deoR, A(lacZY A-argF)
BL21 F-, ompT, hsdSg (rs’, mg’), dcm, gal, A (DE3) Sobreexpresion | Novagen
(DE3) de proteinas
DH5a Células DH5a que contienen el plasmido | Conservacion Este
pETalrl976 | pET28a:alr1976. Resistente a kanamicina a 50 pg/mL | del plasmido | trabajo
pET28a:alr1976
DH5a Células DH50 que contienen el plasmido | Conservacion Este
pETall0345 | pET28a:all0345. Resistente a kanamicina a 50 ug/mL | del plasmido | trabajo
PET28a:all0345
BL21 Células BL21 que contienen el plasmido | Sobreexpresion | Este
pETalrl976 | pET28a:alr1976. Resistente a kanamicina a 50 ug/mL | de Alr1976 trabajo
BL21 Células BL21 que contienen el plasmido | Sobreexpresion | Este
pETall0345 | pET28a:all0345. Resistente a kanamicina a 50 ug/mL | de All0345 trabajo

Tabla 1. Cepas de E. coli utilizadas en el trabajo

4.1.2. Condiciones de cultivo

El cultivo de las cepas de E. coli se realizé en medio LB compuesto por 10 g/L de triptona, 5
o/L de extracto de levadura 'y 10 g/L de NaCl, preparado en agua destilada y esterilizado mediante
un autoclave. Los cultivos en medio liquido se incubaron a 37 °C y 200 rpm en un incubador
orbital y los cultivos en medio solido se incubaron a 37 °C en placas de Petri en las que se
suplemento el medio LB con agar al 1,5 % (p/v). La seleccion de las cepas de E. coli conteniendo
los plasmidos pET28a:alr1976 y pET28a:all0345, tanto en los cultivos liquidos como en cultivos
en medio sélido, se llevo a cabo con el antibidtico kanamicina a 50 ug/mL, el cual fue adicionado
a partir de un stock 1000 veces mas concentrado que estaba disuelto en agua destilada y
esterilizado mediante filtracion con filtros de 0,22 um.

4.2. Técnicas de trabajo con DNA
4.2.1. Extraccion de DNA en E. coli

Para verificar que el clonaje de los plasmidos pET28a:alr1976 y pET28a:all0345 habia tenido
lugar de forma correcta, se realizd un andlisis por PCR colonia, para lo que fue necesario la
extraccion de DNA de colonias de células DH5a . Para ello, se tomaron colonias en esterilidad y se
resuspendieron en 30 pL de agua Milli-Q en termotubos de 0,2 mL. Los tubos se sometieron a dos
ciclos de congelacion en nitrogeno liquido seguida de una incubacion a 98 °C durante 5 min para
poder romper las células y liberar el DNA. Por otro lado, tras el clonaje, los plasmidos
PET28a:alr1976 y pET28a:all0345 se extrajeron de las células DH5a: utilizando el kit GenElute™
Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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4.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para llevar a cabo la amplificacion tanto de los genes alr1976 y all0345 para su posterior clonaje
en el vector pET28a como de los promotores para realizar los ensayos de retardo en gel se empled
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En el caso de la amplificacion de los genes alr1976
y all0345 para su clonaje en el pldsmido pET28a se empled la polimerasa de alta fidelidad
Phusion™, ya que su tasa de error es 50 veces menor que la de la Taq polimerasa. Para llevar a
cabo estas reacciones de PCR se prepard una mezcla de reaccion compuesta por 25 uL de agua
Milli-Q, 9 uL de Buffer HF 5x, 0,9 uL de dNTPs 10 mM, 4,5 uL de cebador directo 4 uM, 4,5
uL de cebador reverso 4 uM, 1 uL. de DNA gendémico de Anabaena sp. PCC 7120 a 100 ng/uL y
0,3 pL de polimerasa Phusion™ (2U/ L), quedando un volumen total de 45 pL.

Para amplificar las regiones promotoras que se utilizaron en los ensayos de retardo en gel se
llevaron a cabo reacciones de PCR en las que se emple6 Taq polimerasa y se prepar6 una mezcla
de reaccion compuesta por 72 uL de agua Milli-Q, 10 pL de Buffer 10x (Tris-HCI 75 mM pH 9,
KCI 50 mM y (NH4)2S04 20 mM), 3 uL de MgCl> 50 mM, 2 pL de dNTPs 10 mM, 5 pL de
cebador directo 20 uM, 5 pL de cebador reverso 20 uM, 1 puL de Tag DNA polimerasa (Biotools)
y 2 uL. de DNA genomico de Anabaena sp. PCC 7120 a 100 ng/uL, quedando un volumen total
de 100 pL.

Ademas, se llevd a cabo una PCR colonia para verificar que el clonaje en el plasmido pET28a
era correcto, para lo que se prepararon mezclas de reaccion compuestas por 5,7 uL de agua Milli-
Q, 1 uL de Buffer 10x con MgCly (Tris-HCI 75mM pH 9, KCI 50 mM, (NH4)2SO4 20 mM y
MgCl> 50 mM), 0,2 pL. de ANTPs 10 mM, 1 pL de cebador directo 4 uM, 1 pL de cebador reverso
4 uM, 0,1 pL de Taq Polimerasa 5 U/uL y 1 puL del sobrenadante obtenido tras la extraccion de
DNA de DH5a.

En todos los casos, la amplificacion se llevé a cabo en un termociclador Thermal Cycler 2720
(Applied Byosistems). El programa para PCR y los oligonucle6tidos utilizados se recogen en las
secciones 9.1, 9.2 y 9.3 de Material Suplementario.

4.2 3. Electroforesis de DNA

La electroforesis de DNA en gel de agarosa se utilizé para comprobar la ausencia de contaminantes
y la correcta amplificacion de los productos de PCR. Para ello, en primer lugar, se prepararon geles
de agarosa al 1% (p/v) con bromuro de etidio al 1 % (v/v), disolviendo 0,5 g de agarosa en 50 mL de
TBE (Tris-HCI 90 mM pH 8, écido bérico 90 mM y EDTA 2 mM) mediante calentamiento en
microondas. Esta mezcla se dejo enfriar y se afiadieron 50 puLL de bromuro de etidio 0,5 g/mL antes de
su solidificacion. Para llevar a cabo la electroforesis tanto de los promotores como de los genes
alr1976 y all0345 para su posterior clonaje, se tomaron 4 pl. de muestra y se mezclaron con 3 pL. de
tampdn de carga (Tris-HCI 50 mM pH 8, 30 % (v/v) de glicerol y 0,25 % (p/v) de azul de bromofenol)
y se cargaron en el gel de agarosa. En el caso de la electroforesis del analisis por la PCR colonia, que
se usO para determinar en qué colonias bacterianas el vector pET28a contenia el inserto, se tomaron
los 10 puLL de muestra, se mezclaron con 3 pulL de tamp6n de carga y se cargaron en el gel de agarosa.
Las electroforesis se realizaron en tampon TBE a 90 V durante 30 min, empleando una fuente BioRad
PowerPac300 y se visualizaron los resultados en un equipo GelDoc200 (BioRad) con el programa
MultiAnalist 1.1 (BioRad Laboratories, 1997).
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4.2.3. Purificacion y cuantificacion de productos de PCR

La purificacion de los productos de PCR se llevé a cabo con el kit GFX™ PCR DNA and Gel
band Purification (GE Healthcare) siguiendo el protocolo del fabricante, para eliminar reactivos
sobrantes de la PCR que podian interferir en etapas posteriores. Finalmente, se determiné la
concentracion de los productos de PCR mediante el equipo NanoVue Plus™ (GE Healthcare).

4.2.5. Doble digestion y ligacion

Para clonar los genes alr1976 y all0345 en el plasmido pET28a se realizd una doble digestion
tanto del vector como de los genes, en los que se habian introducido sitios de restriccion en los
oligonucleotidos al amplificarlos por PCR. La digestion se llevo a cabo con las enzimas de
restriccion FastDigest™ Ndel y Sall (ThermoFisher), mezclando 100 ng del DNA a digerir con 2
uL de FastDigest™ Buffer (ThermoFisher) y 1 uL de cada enzima de restriccion, completando
hasta 20 puL con H20 Milli-Q. Las digestiones se incubaron a 37 °C durante 2 horas y, transcurrido
ese tiempo, se llevo a cabo la ligacion, haciendo uso de los extremos cohesivos generados en la
digestion. Para ello, se prepararon mezclas de inserto y vector en una proporcion molar de 3:1, se
afiadieron 2 pL de Buffer T4 DNA ligase™ (ThermoFisher) y 1 uL de enzima T4 ligasa (5 U/uL),
completando hasta 20 pL. con H2.0 Milli-Q y se incub6 toda la noche a 16 °C.

4.3. Métodos genéticos
4.3.1. Preparacion de células de E. coli termocompetentes

Para poder realizar la transformacion de células de E. coli, se requiere que estas se encuentren
en un estado de competencia. Por ese motivo, fue necesario preparar células DH5a y BL21
termocompetentes. Para ello, se inoculd una colonia de cada una de las cepas de E. coli en 2 mL
de LB estéril y se incub6 durante la noche a 37 °C y 200 rpm. Posteriormente, se afiadieron los 2
mL de cultivo a 200 mL de LB estéril para refrescar el cultivo y se incubaron a 37 °C y 200 rpm
hasta que se alcanz6 una densidad 6ptica a 600 nm de entre 0,3 y 0,4. Una vez alcanzada dicha
densidad 6&ptica, los cultivos se incubaron 20 minutos en hielo para detener el crecimiento.
Transcurridos los 20 minutos, se dividio el cultivo en 4 tubos falcon de 50 mL, los cuales se
centrifugaron durante 15 minutos a 3000 g y 4 °C. A continuacion, se retird el sobrenadante y se
resuspendieron los pellets celulares en 10 mL de buffer 1 (CaCl2 0,13 M, MgCl> 0,15 M y acetato
de sodio 0,04 M) frio y en esterilidad. Posteriormente, se centrifug6 durante 15 minutos a 3000 g
y 4 °C, se retird el sobrenadante y las células se resuspendieron en 4 mL de buffer 2 (CaCl. 0,13
My glicerol 15% (v/v)) frio y estéril. Finalmente, se repartieron las células en alicuotas de 200
pL en eppendorfs estériles, que se almacenaron a -80 °C.

4.3.2. Transformacion de E. coli mediante choque térmico

El choque térmico se utilizd para transformar células DH5a con la mezcla de ligacion y para
introducir los plasmidos pET28a:alr1976 y pET28a:all0345 en células BL21. Las células
competentes se descongelaron en hielo durante 10 minutos, se afiadieron 100 ng de DNA y se
incubaron en hielo durante 10 min. Posteriormente se sometieron a un choque térmico a 42 °C en
un termobloque durante 1 minuto y se incubaron 1 minuto en hielo. Transcurrido este tiempo, se
afiadieron 500 pL de medio LB estéril y se incubaron a 37 °C y 200 rpm durante 1 hora.
Finalmente, se sembraron las células en una placa de LB agar con kanamicina, pues el plasmido
pET28a confiere resistencia a este antibidtico, y se incubaron toda la noche a 37 °C.
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4.4. Sobreexpresion de proteinas recombinantes
4.4.1. Prueba de sobreexpresion a pequefia escala

Para conocer las condiciones de mayor sobreexpresion de las proteinas Alr1976 y All0345 se
llevo a cabo una prueba de sobreexpresion a pequefia escala en la que se ensayaron diferentes
tiempos y temperaturas de induccién (2 ha 37°C, 4 ha37°C, 4 ha30°Cytoda lanoche a 15°
C). En primer lugar, se prepararon preindculos de BL21-pETalr1976 y de BL21-pETall0345 para
lo que se inocularon colonias en 2 mL de LB estéril y se incubaron durante la noche a 37 °C y
200 rpm. Al dia siguiente se tomaron 100 uL de cultivo y se inocularon en cuatro tubos falcon
con de 10 mL de LB estéril y 50 pg/mL de kanamicina, uno para cada condicion de induccién.
Los cultivos se incubaron a 37 °C y 200 rpm hasta que se alcanz6 una densidad 6ptica a 600 nm
de 0,6. Posteriormente se dividié cada cultivo de 10 mL en dos cultivos de 5 mL y en uno de los
tubos se indujo la expresion de la proteina mediante adicion de 5 uL de IPTG 1 M, quedando a
una concentracion final de 1 mM. A continuacion, el cultivo inducido y el cultivo sin inducir se
incubaron a 200 rpm a la temperatura y tiempo de cada una de las condiciones a estudiar.

Para analizar la condicion en la que se producia una mayor sobreexpresion se realizd una
electroforesis en gel de acrilamida con condiciones desnaturalizantes. Para ello, transcurrido el
tiempo de induccion se tomé 1 mL de cada cultivo (tanto inducido como no inducido) y se
centrifugd durante 5 min a 12000 rpm en una centrifuga Eppendorf 5427R. Posteriormente se
descart6 el sobrenadante y el precipitado se congel6 a -20 °C hasta su uso. Una vez que se
obtuvieron todas las muestras, los precipitados se resuspendieron en 75 pulL de agua Milli-Q y 15
uL de tampon de carga 6x (60 mM de Tris-HCI pH 6,8, 9,6% (p/v) de SDS, 42 % de glicerol 0,06
% (p/v) de azul de bromofenol y 30 % (v/v) de - mercaptoetanol). Se hirvieron las muestras a
95 °C durante 5 min, se centrifugaron 5 min a 12000 rpm en una centrifuga Eppendorf 5427R y
se cargaron 10 pL de sobrenadante en geles de acrilamida al 17 %. La electroforesis se llevd a
cabo como se detalla en el apartado 4.6.2.

4.4.2. Prueba de solubilizacion

Antes de llevar a cabo la purificacion, se estudio cuél era el tampdn 6ptimo para la solubilizacion
de la proteina, para ello se probaron cuatro tampones diferentes. EI primero estaba compuesto por
Tris 50 mM pH 8, 10 % de glicerol y 500 mM de NaCl; el segundo por Tris 50 mM pH 8, NaCl
200 mM, 10 % de glicerol y Tween 0,05 %; el tercero por Tris 50 mM, pH 8 y 1 U de lisozima y el
ultimo por NaH2PO4 0,1 M, Tris 0,01 My Cloruro de guanidinio 2 M a pH 8.

Para llevar a cabo la prueba de solubilizacion se descongelaron 50 mg de biomasa de células BL21
sobreexpresando la proteina Alr1976 o All0345 y se resuspendieron en 1 mL del tampdn a analizar.
Se afiadieron 10 uLL de PMSF 100 mM (inhibidor de proteasas), de modo que la concentracion final
fue de 1 mM y en el tampdn que contenia lisozima se incub6 30 min a 37 °C. Para romper las células
se emplearon 10 ciclos de sonicacién de 45 s a una amplitud del 80 % y ciclo 0,5, con 30 s de reposo
entre los ciclos y tras la sonicacion, las muestras se centrifugaron a 4 °C, 14000 rpm durante 15 min
en una centrifuga Eppendorf 5427R para separar la fase soluble (sobrenadante) de la fase insoluble
(precipitado).
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Para estudiar la condicion que proporcionaba una mejor solubilidad de la proteina, se realizd
una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida. Para ello, se tomaron 16 pL de
sobrenadante, los cuales fueron sometidos a una precipitacion con acido tricloroacético (TCA) al
10 %, que fue llevada a cabo como se detalla en el apartado 4.6.1 antes de ser cargados en el gel
de electroforesis. También se analizé la fase insoluble para conocer cuanta proteina no era
soluble, para lo cual se resuspendié el precipitado en 200 pL de tampén de carga 6x (60 mM de
Tris-HCI pH 6,8, 9,6% (p/v) de SDS, 42 % de glicerol 0,06 % (p/v) de azul de bromofenol y 30
% (v/v) de B- mercaptoetanol) y 800 uL de agua Milli-Q. Finalmente, se llevé a cabo la
electroforesis como se describe en el apartado 4.6.2.

4.5. Purificacion de proteinas recombinantes
4.5.1. Obtencidn de biomasa

Tras determinar las condiciones de tiempo y temperatura de induccidn que permitian una mayor
sobreexpresion de proteina, se obtuvo biomasa a gran escala de células BL21-pETalr1976 y
BL21-pETall0345 sobreexpresando la proteina de interés. Para llevarlo a cabo, en primer lugar,
se pusieron preinoculos de células BL21-pETalr1976 y BL21-pETall0345 en 10 mL de LB con
50 pg/mL de kanamicina, los cuales se incubaron durante toda la noche a 37 °C y 200 rpm.
Transcurrido ese tiempo, se refrescaron los cultivos en erlenmeyers con 1 L de medio LB con 50
pug/mL de kanamicina y se incubaron a 200 rpm y 37 °C hasta que la densidad 6ptica a 600 nm
fue de 0,6. Una vez alcanzada dicha densidad dptica, se indujo la sobreexpresion de la proteina
mediante la adicion de 1 mL de IPTG 1M, de forma que la concentracion final de IPTG fue de 1
mM y se incubaron a 200 rpm y 15 °C y toda la noche. Transcurrido ese tiempo, los cultivos se
centrifugaron a 4 °C y 5000 rpm durante 10 min en una centrifuga Gyrozen 2236R con un rotor
GRF-L-500-6. Tras la centrifugacion, se descart6 el sobrenadante y se guardé el pellet a -20 °C
hasta su empleo.

4.5.2. Lisis celular

Para poder purificar las proteinas, primero es necesario lisar las células y que estas liberen su
contenido. Para ello se descongelaron 10 g de biomasa y se resuspendieron en 100 mL de tampdn
de purificacion, compuesto por Tris 50 mM, Tween 0,1 % (v/v), glicerol 10 % (v/v), NaCl 200
mM e imidazol 20 mM a pH 8, cuando se realiz6 la purificacion con Tris 50 mM, y cuando la
purificacion fue realizada con cloruro de guanidinio se resuspendié en 50 mL de tampon de
purificacion formado por NaH2PO4 0,1 M, Tris 0,01 M y cloruro de guanidinio 2 M a pH 8.
Posteriormente, se afiadié PMSF 100 mM, de forma que la concentracion final fuese de 1 mM y
se lisaron las células mediante 10 ciclos de sonicacion de 45 s de amplitud del 80 % vy ciclo 0’5
con 30 s de reposo entre ciclos en un sonicador UP 200 S Dr. Hielscher®, manteniendo la muestras
en bafio de hielo para evitar el calentamiento de la muestra. Las células sonicadas fueron
centrifugadas en una centrifuga Gyrozen 2236R con un rotor GRF-L-50-6 a 20000 rpm y 4 °C
durante 15 min. El sobrenadante obtenido en la centrifugacion se centrifugd otras dos veces en
las mismas condiciones para obtener el extracto crudo, que se conservd en frio hasta la
purificacion de las proteinas.
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4.5.3. Purificacion por cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados (IMAC)

Para purificar las proteinas All0345 y Alr1976 a partir del extracto crudo se llevo a cabo una
cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados (IMAC, immobilized metal affinity
chromatography) con la matriz Chelating Sheparose Fast Flow, ya que los genes all0345 y
alr1976 se clonaron en el plasmido pET28a con una cola de histidinas en el extremo amino
terminal, la cual presenta afinidad por metales divalentes.

Para llevar a cabo la purificacion, en primer lugar, se afiadio la matriz sobre la columna, se
empaquetd por gravedad y posteriormente se le aplicé agua Milli-Q a una velocidad de 3 mL/min,
la cual se mantuvo constante durante todo el protocolo de purificacion. A continuacién, se cargo
la columna con el metal, para lo que se aplicaron 3 volumenes de NiSO4 0,3 M o 3 volimenes de
CoCl, 0,3 M, en funcion del metal con el que se desease realizar la purificacion. Se elimind el
exceso de metal no adherido con 10 voldmenes de agua Milli-Q y después, para equilibrar la
columna, se aplicaron 10 volimenes de tampdn de purificacion (Tris 50 mM, Glicerol 10 %,
NaCl 200 mM, imidazol 20 mM, a pH 8) en el caso de la purificacién con Tris 50 mM pH 8 y
con 10 volimenes de una solucién de KCI 0,4 M, NaH2PO4 0,1 M, Tris 0,01 M y Cloruro de
guanidinio 2 M, a pH 8 en el caso de la purificacidn con cloruro de guanidinio. Una vez afiadidos
estos volumenes, se cargd el extracto proteico y el volumen eluido de la columna (flowthrough)
se recogid para verificar que la proteina se habia fijado a la columna.

Tras aplicar el extracto crudo, se lavé la columna para eliminar todas aquellas proteinas que se
hubieran unido a la columna por interacciones inespecificas con 15 volimenes de tampon de
lavado (tampon de purificacion con 40 mM de imidazol) en el caso de la purificacion con Tris 50
mM y con 5 volimenes de una solucion de (NH4)2SO4 0,5 M disuelta en tampon de purificacion
((NH4)2S04 0,5 M, NaH2PO4 0,1 M, Tris 0,01 M y cloruro de guanidinio 2 M, a pH 8) seguidos
de 10 volimenes de una solucién de glicina 35 mM en tampon de purificacion en el caso de la
purificacion con cloruro de guanidinio. En ambos casos se comprobé que la densidad dptica del
eluido a 280 nm era menor de 0,1. Finalmente, las proteinas de interés se eluyeron con un
gradiente creciente de imidazol (0-1 M) disuelto en el tampon de purificacién correspondiente
para cada purificacion y el eluido se recogio en alicuotas de 1 mL, las cuales fueron estudiadas
mediante una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (apartado 4.6.2), previa
precipitacion con acido tricloroacético (apartado 4.6.1).

Se seleccionaron las alicuotas en las que la proteina de interés estuviera en mayor cantidad y
con menos contaminantes, que se combinaron y sometieron a dialisis, para poder eliminar el
imidazol empleado en la purificacion. Se realizaron dos ciclos de dialisis a 4 °C en 3 L de tampdn
Tris 50 mM, glicerol 10 % (v/v) y NaCl 100 mM, a pH 8 en el caso de la purificacion realizada
con Tris 50 mM pH 8 y en 3 L de tampdn acético-acetato 10 mM y pH 4 en el caso de la
purificacion con cloruro de guanidinio. Finalmente, las proteinas fueron cuantificadas por
espectroscopia, como se detalla en el apartado 4.6.3.

Finalmente se regener0 la columna pasando 5 volumenes de agua Milli-Q, 5 volimenes de Strip
buffer (EDTA 50 mM, NaCl 500 mM, a pH 8), 3 volumenes de NaCl 0,5 M, 5 volimenes de
agua Milli-Q y finalmente 5 volimenes de etanol al 20 % (v/v) para preservar la resina.
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4.6. Técnicas analiticas de proteinas
4.6.1. Precipitacion con &cido tricloroacético (TCA)

Dado que tanto el imidazol como el cloruro de guanidinio pueden interferir con la electroforesis,
para poder analizar mediante electroforesis desnaturalizante las fracciones obtenidas tras eluir las
columnas en la purificacion, asi como para determinar el tampon que proporcionaba una mejor
solubilidad, se realizd una precipitacion previa con acido tricloroacético (TCA). Para ello, se
mezclaron 16 uL de sobrenadante en el caso del ensayo de sobreexpresion o de alicuota en el caso
de la purificacion con 84 pL de agua Milli-Q y 100 uL de TCA al 10 % (v/v) y se incubaron
durante 15 min en hielo. Transcurrido ese tiempo, se centrifugd a 12000 rpm y 4 °C durante 10
min en una centrifuga Eppendorf 5427R. Tras la centrifugacion, se descartd el sobrenadante y se
afiadieron 500 uL de acetona fria. Posteriormente, se centrifug6 a 4 °C y 12000 rpm durante 10
min en una centrifuga Eppendorf 5427R, se descarto el sobrenadante y se dejé secar el precipitado
durante 10 min a temperatura ambiente, para eliminar la acetona restante. Finalmente, los
precipitados se resuspendieron en 16 pL de agua Milli-Q.

4.6.2. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida

Para poder analizar los resultados de los ensayos de sobreexpresion y solubilidad, las diferentes
etapas de la purificacion y realizar los ensayos de oligomerizacién, se llevd a cabo una
electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Los geles
estaban formados por una regién concentradora con un 5 % de acrilamida/bisacrilamida y una
region separadora con un 15-17 % de acrilamida/bisacrilamida, que se prepararon en un sistema
Dual Gel Caster (Bio-Rad). La composicion de los geles de acrilamida/bisacrilamida se encuentra
detallada en la seccion 9.4 de Material Suplementario.

Las muestras se prepararon mezclando 16 pLL de muestra con 4 pL de tamp6n de carga 6x (60
mM de Tris-HCI pH 6,8, 9,6% (p/v) de SDS, 42 % de glicerol 0,06 % (p/v) de azul de bromofenol
y 30 % (v/v) de B- mercaptoetanol), que se hirvieron durante 5 minutos a 95 °C para desnaturalizar
las proteinas y se sometieron a un pulso de centrifuga. Se cargaron 20 pulL de muestra tras haber
limpiado los pocillos del gel manualmente. La electroforesis se llevd a cabo con una corriente
constante de 35 mA por gel durante 45 minutos en tampén Tris-HCI 25 mM, pH 8,8, glicina 200
mM y SDS 3,5 mM empelando un dispositivo de electroforesis vertical Mini-PROTEAN® Tetra
Vertical Electrophoresis Cel (Bio-Rad) y una fuente de corriente PowerPac Basic (Bio-Rad).

Para poder visualizar las proteinas, los geles de poliacrilamida se tifieron con una solucion
colorante compuesta por acido acético al 10 % (v/v), metanol al 45 % (v/v), agua al 45 % (v/v) y
Coomassie Blue R-250 al 0,25 % (p/v) durante al menos 20 minutos. Para eliminar el exceso de
azul de Coomassie, se realizaron lavados sucesivos con una solucion decolorante compuesta por
acido acético al 10 % (v/v), metanol al 25 % (v/v) y agua al 65 % (v/v).

4.6.3. Cuantificacion de las proteinas por espectroscopia

Para cuantificar las proteinas se realizd un espectro en la region UV-visible de las soluciones
protéicas. La concentracion de las proteinas se calculd mediante la ley de Beer-Lambert (Abs = ¢
- -1) en la que Abs corresponde a la Absorbancia a 280 nm (longitud de onda en la que absorben
los amino&cidos aromaéticos de la proteina); , al coeficiente de extincion molar tedrico a 280 nm;
¢, a la concentracion molar y I, a la longitud de paso de la cubeta (en este caso, 1 cm).
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4.7. Caracterizacion bioguimica de proteinas
4.7.1. Determinacion de la presencia de metales por ICP-OES

Para determinar la presencia de metales en las soluciones de proteina, se llevo a cabo un analisis
mediante ICP-OES (Inductively Coupled Plasma — Optical Emission Spectroscopy), utilizando
como control una muestra de tampdn acético-acetato 10 mM pH 4, en el cual se encontraban las
proteinas. Para preparar las muestras que se analizaron mediante ICP-OES, se afiadieron 3 mL de
acido nitrico al 5% para ICP en un tubo falcon de 15 mL, se afiadio el volumen de solucion de
proteina para tener un total de 10 nmol de proteina y finalmente se enrasé con acido nitrico al 5%
para ICP hasta los 10 mL. Tras obtener los resultados y sabiendo la cantidad de proteina que se
afadio, se calculo la cantidad de metal por mol de proteina.

4.7.2. Ensayos de retardo en gel (EMSA)

Para determinar si las proteinas All0345 y Alr1976 purificadas eran activas y presentaban
actividad de unién a DNA, asi como para estudiar su union in vitro a distintos promotores, se
realizaron ensayos de retardo en gel (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA). Este ensayo
se basa en la capacidad de los reguladores transcripcionales de unirse in vitro al DNA diana,
generando un complejo DNA-proteina, el cual presenta una migracion retardada respecto al DNA
libre en una electroforesis en condiciones nativas. Los ensayos se realizaron en presencia de un
DNA competidor, en este caso un fragmento interno del gen pkn22 (ifpkn22) para demostrar la
union especifica de la proteina por el DNA de interés.

Los ensayos de retardo en gel se realizaron en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes al 6
%, cuya composicion se recoge en la seccion 9.5 del Material Suplementario, que es un grado de
entrecruzamiento que permite la migracion de los complejos DNA-proteina. Dichos geles se
prepararon en un sistema Dual Gel Caster (BioRad) y se precorrieron durante al menos 30 min a
60 V y 4 °C en tampodn de electroforesis compuesto por Tris-HCI 50 mM y Glicina 380 mM a pH
8,5, con el objetivo de eliminar restos de poliacrilamida y persulfato de amonio de los pocillos,
equilibrar el gel en el tampdn de electroforesis y conseguir una temperatura constante.

Se prepararon mezclas de reaccion en un volumen final de 20 plL que estaban compuestas por
50 ng de la region promotora de interés (su propio promotor para estudiar las condiciones de
union al DNA de cada proteina y promotores de genes relacionados en el metabolismo del
nitrogeno en el caso de la busqueda de dianas), 50 ng de DNA competidor (ifpkn22), 2 uL de
tampon de union (Bis-Tris 10 mM pH 7,5, KC1 40 mM, glicerol 5 % (v/v)), 1 uL de albimina
sérica bovina a 1 mg/mL, completando el volumen con agua Milli-Q. Las mezclas se incubaron
durante 30 min a temperatura ambiente y, transcurrido ese tiempo, se afiadieron 3 uL de tampon
de carga (Tris-HCI 50 mM pH 8, glicerol 30 % (v/v) y azul de bromofenol 0,05 % (p/v).
Posteriormente, se limpiaron los pocillos del gel y se cargaron 20 puLL de muestra, incluyendo un
control negativo sin proteina. La electroforesis se realizé a 90 V, a 4 °C y durante 90 min en
tampodn de electroforesis (Tris-HCI 50 mM y Glicina 380 mM a pH 8,5). Finalmente, se tifieron
los geles en cubetas con 50 mL de tampon de electroforesis y 3 uL de SyBr® Safe Fluorescent
Sye (Invitrogen) durante 10 min en agitacion y oscuridad y se revelaron en un transiluminador
Gel Doc 2000.
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4.7.3. Dicroismo circular

El dicroismo circular permite obtener informacion sobre la estructura secundaria de la proteina
si las medidas se realizan en la region lejana del ultravioleta y sobre la estructura terciaria si se
realizan en la region cercana. Los espectros de dicroismo se obtuvieron en un espectrofotometro
Chirascan empleando soluciones de proteina a una concentracion de 10 uM. Las medidas
realizadas en el ultravioleta lejano se tomaron a longitudes de onda de entre 190 y 260 nm,
empleando cubetas de paso de luz de 0,1 cm con 300 uL de muestra y las realizadas en el
ultravioleta se tomaron a longitudes de onda de entre 250 y 310 nm, empleando cubetas de paso
de luz de 1 cm con 1000 puL de muestra. En ambos casos, se tomaron medidas cada 0,5 nm del
intervalo de longitud de onda seleccionada y se realizaron 8 mediciones por punto, obteniendo al
final la media en cada longitud de onda estudiada. Los resultados se expresaron como elipticidad
media de los resiudos (MRE) en deg - cm? - dmol™* definida como

Oops(mdeg) - M
n-l-C

Donde Gobs €s la elipticidad en mdeg, M es el peso molecular en g - dmol™, n es el nimero de
aminoécidos, | es la longitud de paso de la cubeta y C es la concentracion de proteinas en g-L™. Los
espectros se deconvolucionaron empleando el servidor BeStSel (https://bestsel.elte.hu/index.php).

MRE =

4.7.4. Analisis de oligomerizacion por entrecruzamiento

Se llevo a cabo un analisis de oligomerizacion de las proteinas Alr1976 y All0345 mediante
entrecruzamiento (cross-linking). Esta técnica se basa en el empleo de reactivos bifuncionales
gue permiten la union de dos moléculas que, debido a interacciones proteina-proteina, estén muy
proximas entre si. Para realizar este estudio se empled como agente entrecruzante el
glutaraldehido, que permite entrecruzar dos grupos aminos de proteinas préximas.

La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 20 pLL. En primer lugar, se afiadi6 la cantidad
de solucidn de proteina necesaria para que la concentracion final fuera de 10 uM y se incub6 10
min a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadié glutaraldehido a una concentracién final
del 5% (p/v) y se incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 25 minutos y en
oscuridad, ya que el glutaraldehido es fotosensible. Transcurrido ese tiempo, se afiadieron 4 uL
de Tampo6n de carga 6x (60 mM de Tris-HCI pH 6,8, 9,6% (p/v) de SDS, 42 % de glicerol 0,06
% (p/v) de azul de bromofenol y 30 % (v/v) de B- mercaptoetanol) y los resultados se analizaron
mediante una electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida formados por una region
separadora al 15 % de acrilamida/bisacrilamida y una concentradora al 5% de
acrilamida/bisacrilamida como se detalla en el apartado 4.6.2.

4.7.5. Ensayos de oligomerizacion mediada por puentes disulfuro

Con el objetivo de estudiar si las proteinas Alr1976 y All0345 tienen estados de oligomerizacion
mediados por puentes disulfuro se realizé un ensayo de oligomerizacion, en el que se sometié a
las proteinas a condiciones reductoras y oxidantes. Como agente oxidante se empleo el peroxido
de hidrégeno (H20.) y como agente reductor, el 1,4-ditiotreitol (DTT). Las reacciones se
prepararon en un volumen final de 20 pulL con una concentracion de proteina de 10 uM y las
muestras se incubaron a temperatura ambiente con DTT 10 mM durante 10 min, con H202 10
mM durante 10 min y primero con H202 10 mM durante 10 min y después con DTT 10 mM
durante 10 min, incluyendo también un control de proteina sin tratar.
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Tras la incubacion con los agentes oxidantes o reductores se afiadieron 4 uLL de tampon de carga
6x sin - mercaptoetanol (60 mM de Tris-HCI pH 6,8, 9,6% (p/v) de SDS, 42 % de glicerol 0,06
% (p/v) de azul de bromofenol) y los resultados se analizaron mediante electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida formados por una region separadora al 15 % de
acrilamida/bisacrilamida y una region concentradora al 5% de acrilamida/bisacrilamida (apartado
4.6.2.).

4.8. Técnicas bioinformaticas

Para conocer las caracteristicas fisicoquimicas tedricas de las proteinas Alr1976 y All0345 como
el nimero de aminoéacidos, peso molecular, punto isoeléctrico (pl) y coeficiente de extincion, las
cuales son de utilidad a la hora de abordar su purificacion, se empleo la herramienta Protparam
de Expasy (https://web.expasy.org/protparam/). Para ello, se utilizaron las secuencias de
aminoéacidos de las proteinas de la base de datos KEGG Genes (https://www.genome.jp/keqa/)
Ademas, con el objetivo de determinar la familia, dominios y motivos que poseian las proteinas
de estudio se emplearon los servidores Prosite (https://prosite.expasy.org/), Interpro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) y SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/)

La prediccion de estructura secundaria de las proteinas se llevé a cabo empleando el servidor
PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) y los modelos de estructura terciaria se obtuveron
empleando la base de datos AlphaFold (https://alphafold.com/), que lleva a cabo un modelado
empleando redes neuronales y el servidor Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.
org/). Las superposiciones de estructuras terciarias se obtuvieron mediante la herramienta
‘MatchMaker’ de Chimera, con los parametros por defecto. Los modelos de las proteinas unidas
al DNA se construyeron alineando los modelos construidos sobre los complejos proteina-DNA
gue habian sido modelados o resueltos de forma experimental para las proteinas empleadas como
molde mediante la herramienta ‘MatchMaker’ de Chimera. Todas las estructuras se visualizaron
en UCSF Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html)

Con el objetivo de estudiar la conservacion de estas proteinas en otras cianobacterias se
buscaron homdlogos en cianobacterias mediante la herramienta BLASTP de NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), seleccionando secuencias de diferentes géneros
cuanobacterianos. También se estudio su similitud con reguladores de la misma familia en otros
procariotas, para lo cual se buscaron en Uniprot (https://www.uniprot.org/) proteinas en otros
microorganismos que fueran de la misma familia que las proteinas de estudio.

En ambos casos, se construyo un alineamiento maltiple mediante la herramienta Clustal W
(http://www.phylogeny.fr/one_task.cgi?task_type=clustalw) y un arbol filogenético mediante
PhyML (http://www.phylogeny.fr/one_task.cgi?task_type=phyml) y la herramienta Phylogeny
(Phylogeny.fr: "A la Carte" Mode), que se visualizd con TreeDyn ((http://www.phylogeny.fr/
one_task.cgi?task_type=treedyn). Para obtener el soporte estadistico de las ramas se utilizaron
100 bootstraps en el calculo del arbol. Los alineamientos multiples se visualizaron en JalView
(https://www.jalview.org/).
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Resultados

5. Resultados

5.1. Analisis bioinformatico de los reguladores Alr1976 y All0345

Antes de abordar la purificacion de los reguladores Alr1976 y All0345 se llevo a cabo un analisis
bioinformatico para obtener informacion de interés sobre estas proteinas. En primer lugar, se
obtuvo su secuencia de aminoacidos en KEGG Genes y mediante ProtParam se determinaron sus
caracteristicas fisicoquimicas (Tabla 2), las cuales son de utilidad para disefiar un protocolo de
purificacion. Por una parte, se requiere conocer el punto isoeléctrico (pl) para poder solubilizarlas
en el pH adecuado y de esa forma evitar la precipitacion de las proteinas, y el coeficiente de
extincion molar (g) para asi poder cuantificar la concentracion obtenida tras la purificacion
mediante espectroscopia. Por otro lado, también es necesario conocer el peso molecular para
poder identificar las proteinas en los geles de electroforesis desnaturalizante.

Alr1976 All0345
N° Aminoécidos 121 290
Peso molecular (Da) 13456 32946
pl 4,88 5,72
Coeficiente de extincion (M1cm™) 8480 37945

Tabla 2. Caracteristicas biofisicas tedricas de las proteinas Alr1976 y All0345 obtenidas mediante Protparam de
Expasy (https://web.expasy.org/protparam/) a partir de su secuencia de aminoacidos.

Dado que en Uniprot ambas proteinas estaban Unicamente anotadas como reguladores
transcripcionales, se realizd una busqueda de las proteinas en Prosite, Interpro y SMART para
conocer a que familia de reguladores pertenecen, asi como la presencia de dominios
caracteristicos, cuyo resultado se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Identificacién de dominios en las proteinas Alr1976 y All0345. A. Secuencia de aminoacidos de la
proteina Alr1976, en la que se indica en verde el dominio HTH de unién a DNA de tipo XRE, dentro del cual se
resalta en negrita el motivo HTH de unién a DNA. B. Secuencia de aminoacidos de la proteina All0345, en la que se
indica en verde el dominio HTH de unién a DNA de tipo MerR, dentro del cual se resalta en negrita el motivo HTH
de unién a DNA, y en rojo el dominio de union a efector tipo AraC-E.

Se encontrd que la proteina Alr1976 es un regulador transcripcional de la familia XRE (Xenobiotic
Response Element) que contiene un dominio HTH (hélice-giro-hélice) de union a DNA de tipo XRE
(también denominado de tipo Cro/C1 o de tipo represor lambda) comprendido entre los aminoacidos
13 a 66, con un motivo HTH de unién a DNA entre los residuos 23 y 43 (Figura 5A). Respecto a la
proteina All0345, se determind que es un regulador transcripcional de la familia MerR y que también
posee un dominio HTH de unién a DNA, en este caso de tipo MerR, que abarca de los aminoacidos
22 a 92 e incluye un motivo HTH de union a DNA entre los residuos 24 y 43. Ademas, a diferencia
de Alr1976, el regulador All0345 también posee en el extremo C-terminal un dominio de union a
efector de tipo AraC-E (0 dominio de union GyrL) entre los residuos 139 y 288 (Figura 5B).
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La familia de reguladores XRE se encuentra ampliamente distribuida en bacterias, asi como en
arqueas Yy eucariotas. Los miembros de esta familia funcionan como represores en condiciones
estandar y generalmente se unen a sus promotores diana en forma de dimeros (68). Estos
reguladores comparten un dominio N-terminal de union al DNA con un motivo HTH, mientras
que la region C-terminal es altamente variable (69). EI dominio de union a DNA esta compuesto
por 5 hélices a, constituyendo la segunda y la tercera el motivo HTH (68).

Por otro lado, los miembros de la familia MerR, a la que pertenece All0345, se caracterizan por
poseer en su extremo N-terminal, el dominio de unién a DNA de tipo MerR (el cual esté altamente
conservado y que posee el motivo HTH), una hélice central que permite su dimerizacion y un
dominio C-terminal de union a efector (70). En funcién de su mecanismo de regulacion, los
miembros de la familia MerR se suelen dividir en tres subfamilias: el primer grupo esta formado
por los miembros que responden a metales, el segundo, por los que responden a estrés oxidativo
y el tercero por los que responden a metabolitos (71), pudiendo detectar multiples compuestos
con propiedades quimicas diversas. Los reguladores de esta familia se suelen unir a los
promotores de genes diana en forma de dimeros y generalmente actdan como activadores (72).

Para obtener informacion sobre el plegamiento de las proteinas de interés se realizaron
predicciones tanto de su estructura secundaria como de su estructura terciaria. En primer lugar,
se predijo la estructura secundaria empleando el servidor PSIPred (Figura 6).
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Figura 6. Prediccién de la estructura secundaria de las proteinas Alr1976 (A) y All0345 (B) mediante
PSIPRED. En ambos casos aparece recuadrado en verde el dominio de unién a DNA, con el motivo HTH
recuadrado en negro. En el caso de All0345 se recuadra ademas en rojo el motivo de union a efector AraC-E.

Como se muestraen la figura 6A, se predice que la proteina Alr1976 se compone de ocho hélices
a. Las cinco primeras hélices forman parte del dominio de union a DNA de tipo XRE, quedando
tres hélices en la region carboxilo terminal, aunque el bucle que separa las dos ultimas hélices
solo tiene un residuo y por tanto es posible que ambas formen una tnica hélice. Con respecto a la
proteina All0345, se predice que se compone de nueve hélices o y diez ldminas B (figura 6B). Se
observa que el dominio de union a DNA de tipo MerR se compone de cuatro hélices a y una
pequefa lamina B y que el dominio efector de tipo AraC-E se compone tanto de hélices a como
laminas B, estando ambos dominios conectados por una larga hélice a. Ademas, se observa que
en ambos casos los motivos HTH (hélice-giro-hélice) de unién a DNA se componen, como su
nombre indica, de dos hélices separadas por un bucle.
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A continuacion, se llevd a cabo una prediccidn de estructura terciaria empleando el servidor
AlphaFold, cuyo resultado se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Prediccién de la estructura terciaria de las proteinas Alr1976 (A) y All0345 (B) mediante el servidor
AlphaFold. Se representan las estructuras terciarias con un diagrama de cintas. En ambas proteinas se indica en color
verde el dominio de unién a DNA, con el motivo HTH resaltado en verde oscuro y en la proteina All0345 se indica
ademads en rojo el dominio de unidn a efector de tipo AraC-E.

En la figura 7A se puede observar que la estructura predicha para Alr1976 presenta cinco hélices
a en el dominio de unién a DNA de tipo XRE, una pequefia hoja B formada por dos laminas 3
gue se encuentran al comienzo y al final del dominio de union al DNA y dos hélices o en el
extremo carboxilo terminal. Por otro lado, la proteina All0345 contiene cuatro hélices o y una
lamina B en el dominio de union a DNA de tipo MerR, dos hélices o y una hoja  antiparalela
formada por ocho laminas 8 en el dominio de union a efector de tipo AraC-E y una larga hélice
a conectando ambos dominios (Figura 7B).

Ademas de predecir la estructura terciaria con AlphaFold se llevo a cabo un modelado por
homologia de ambas proteinas mediante SwissModel, cuyo resultado se compard con las
estructuras predichas por AlphaFold (Figura 8).
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Figura 8. Prediccion de la estructura terciaria de las proteinas Alr1976 (A) y All0345 (B) mediante
SwissModel. En ambos casos los modelos construidos por SwissModel estan superimpuestos sobre la estructura
predicha por AlphaFold (color crema), en la que se indica en color verde el dominio de union a DNA, con el motivo
HTH resaltado en verde oscuro. En el caso de la proteina All0345 se indica ademas en rojo el dominio de union a
efector de tipo AraC-E. A. Modelado por homologia de la estructura de Alr1976. Se representa en color azul la
estructura modelada en base al regulador BswR de Pseudomonas aeruginosa (PDB: 408B) y en rosa la modelada en
base al regulador EspR de Mycobacterium tuberculosis (PDB: 3QF3). B. Modelado por homologia de la estructura
de All0345. Se representa en color azul la estructura modelada en base al regulador EcmrR de Escherichia coli (PDB:
6XLK) y en rosa la modelada en base al regulador BmrR de Bacillus subtilis (PDB: 1R8E).
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Se construyeron dos modelos de Alr1976. En uno se empled como molde la estructura del
regulador BswR de Pseudomonas aeruginosa (PDB: 408B) (69), un regulador transcripcional que
responde a la presencia de xenobidticos y juega un papel muy importante en la movilidad y la
formacion de biofilms, y que tenia un 18,81 % de identidad y un 83 % de cobertura. En otro se
empled la estructura del regulador EspR de Mycobacterium tuberculosis (PDB: 3QF3) (73), que
presentaba un 15,38 % de identidad y un 86 % de cobertura (Figura 8A) y esta relacionado con la
virulencia de este patogeno (74, 75). En ambos casos, la estructura del dominio de union a DNA
coincide con la prediccién de AlphaFold, pues se predice que se compone de 5 hélices a separadas
por bucles que tienen lamisma orientacion. No obstante, a diferencia de la prediccion de AlphaFold,
el modelado por homologia no predice la existencia de laminas 3 al principio y al final del dominio
de union a DNA. Ademés, los dos modelos por homologia, al igual que AlphaFold, predicen la
existencia de dos hélices a en el extremo C-terminal, aungque su orientacion espacial varia.

Con respecto a la proteina All0345 se construyd un modelo con la estructura del regulador
EcmrR de Escherichia coli (PDB: 6XLK) (76), con un 29,77 % de identidad y un 90 % de
cobertura, y otro con la estructura del regulador BmrR de Bacillus subtilis (PDB: 1R8E) (72), con
un 24,48 % de identidad y un 93 % de cobertura (Figura 8B), que en ambos casos son activadores
transcripcionales implicados en la resistencia diversos farmacos (72, 76). Se observa que los dos
modelos predicen la misma estructura que AlphaFold para el dominio de union a DNA, con cuatro
hélices o y una lamina B que muestran la misma orientacion espacial, asi como una larga hélice
a que separa ambos dominios. Ademas, aunque la orientacion espacial del dominio de union a
efector es diferente, en ambos modelos se predice que tiene la misma estructura tridimensional,
compuesta de dos hélices a y una hoja  antiparalela formada por ocho laminas f.

Ademas, el modelado mediante SwissModel sugeria que los reguladores Alr1976 y All0345 eran
capaces de dimerizar, lo que permiti6 predecir estructuras de dimeros para ambos (Figura 9).

A B

Figura 9. Prediccion de dimeros de las proteinas Alr1976 (A, B) y All0345 (C, D) mediante el servidor
SwissModel. En ambos casos se mostro la superficie con una transparencia del 50 % para visualizar los motivos de
estructura secundaria. Se indica en color verde el dominio de unién a DNA, con el motivo HTH resaltado en verde
oscuro, y en el caso de la proteina All0345 se indica ademas en rojo el dominio de unién a efector de tipo AraC-E.
Se modelaron los dimeros de Alr1976 en base al regulador BswR de P. aeruginosa (PDB: 408B) (A) y en base al
regulador EspR de M. tuberculosis (PDB: 3QF3) (B) y los dimeros de All0345 en base al regulador EcmrR de E. coli
(PDB: 6XLK) (C) y en base al regulador BmrR de B. subtilis (PDB: 1R8E) (D)
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En la figura 9, se puede la estructura predicha para los dimeros de Alr1976 y All0345. En el caso
del regulador AIr1976 se observa que los dimeros modelados en base al regulador BswR de P.
aeruginosa forman una estructura compacta en la que los dominios de unién a DNA quedan muy
proximos (figura 9A) mientras que los dimeros modelados en base al regulador EspR de M.
tuberculosis son menos compactos y los dominios de union a DNA estan més separados (figura
9B). En ambas predicciones, las hélices a del extremo carboxilo terminal estan entrelazadas, y las
caras internas de las hélices o terminales son ricas en residuos hidrofobicos, que podrian mediar la
dimerizacion (Material Suplementario, seccién, 9.6, figura S-1).

Con respecto al regulador All0345 se observa que la prediccion de dimeros en base al regulador
EcmrR de E. coli y al regulador BmrR de B. subtilis son bastante similares (figura9 C y D). Tanto
los dominios de unién a DNA como los dominios de union a efector quedan expuestos, lo que les
permitiria interaccionar con el DNA y con los posibles efectores, respectivamente, y que en este
caso los dominios de union a DNA estdn mas separados entre si que en los dimeros del regulador
AlIr1976. En ambos modelos, el regulador All0345 dimerizaria a través de la larga hélice o que
conecta el dominio de union a DNA con el dominio efector, la cual es rica en residuos
hidrofébicos en su cara interna, los cuales podrian mediar la dimerizacion a través de
interacciones hidrofobicas (Material Suplementario, seccion, 9.6, figura S-2).

Dado que se han resuelto o modelado los complejos proteina-DNA de las estructuras empleadas

para modelar los dimeros de ambos reguladores (69, 72, 73, 76), se decidio alinear los modelos
de dimeros sobre estos complejos para modelar complejos proteina-DNA (Figura 10)

g
2/ ¢

e
s

~ i

ABY XN XA/ }0 ?

Qe "y d

‘\’\:N' ﬁ\% "
Figura 10. Prediccion de la unién al DNA de las proteinas Alr1976 (A, B) y All0345 (C, D) realizadas en Chimera.
Se indica en color verde el dominio de unién a DNA, con el motivo HTH resaltado en verde oscuro, y en el caso de la
proteina All0345 se indica ademas en rojo el dominio de unién a efector de tipo AraC-E Se modelaron los complejos de
Alr1976 con el DNA en base al regulador BswR de P. aeruginosa (PDB: 408B) (A) y en base al regulador EspR de M.
tuberculosis (PDB: 3QF3) (B) y los complejos de All0345 y DNA en base al regulador EcmrR de E. coli (PDB: 6XLK)
(C) y en base al regulador BmrR de B. subtilis (PDB: 1R8E) (D)
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Como se observa en la figura 10, los modelos DNA-proteina no presentan choques estéricos
entre la proteina y el DNA. En el caso de Alr1976, cuando el complejo proteina-DNA se modela
en base a BswR de P. aeruginosa (figura 10A), se aprecia como la interaccion del regulador con
el DNA tiene lugar principalmente a través del dominio HTH de cada dimero y la hélice a nimero
3, se encuentra insertada en el surco mayor del DNA. Por el contrario, cuando se modela en base
a EspR de M. tuberculosis (figura 10B) se aprecia que la unidad funcional que se une al DNA es
un dimero de dimeros. En este modelo solo interacciona con el DNA un motivo HTH de cada
dimero, quedando por tanto dos motivos HTH de union a DNA libres, que en el caso del regulador
ESpR se ha propuesto que podrian interaccionar con regiones del DNA mas distantes (73).

En el caso de Alr0345, tanto en el modelo construido en base a EcmrR de E. coli (figura 10C)
como en el construido en base a BmrR de B. subtilis (figura 10D), se aprecia como la interaccion
con el DNA tiene lugar a través de los motivos HTH del dominio de union a DNA, cuyas hélices
se introducen en el surco mayor del DNA. Ademas, se observa que en estos modelos la doble
hélice del DNA est& deformada, lo que se ha descrito que permite que los elementos -35 y -10 de
la region promotora queden proximos y puedan ser reconocidos por el factor ¢ de la RNA
polimerasa para iniciar la transcripcion (76).

En todos los modelos, tanto de Alr1976 como de All0345, las cargas positivas se concentran en
los dominios de unién al DNA, para facilitar su interaccion con este a través de sus grupos
fosfatos, mientras que las cargas negativas y neutras se encuentran distribuidas a lo largo del resto
de la proteina. (Material Suplementario, seccion 9.7)

Finalmente, en la estructura del regulador EcmR de E. coli se ha descrito la existencia de dos
sitios de unién para ligandos, que estan ocupados por dos moléculas usadas en la preparacion de
la muestra, el tetrafenilantiamonio (TPSh™) y 3- ([3-colamidopropilo]dimetilamonio)-2-hidroxi-
1-propanosulfonato (CHAPSO) (76). Por tanto, se decidi6 superponer el modelo del regulador
All0345 con la estructura del regulador EcmR de E. coli y estudiar si los ligandos del regulador
EcmR podian alojarse en la estructura del All0345 (figura 11).

Figura 11. Modelo de la interaccion de Alr0345 con TPSb* (A) y con CHAPSO (B). EI modelo del regulador
All0345 en base al regulador EcmR se superpuso con la estructura de EcmR en complejo con ligandos (PDB:
6XLK) y se mostraron las estrucutras del TPSh* y CHAPSO, que se resaltaron en color amarillo

Como se aprecia en la figura 10, el modelo del regulador All0345 presenta dos bolsillos en el
dominio C-terminal que permitirian la interaccion con ligandos, pues tanto el TPSb* (Figura
11A) como el CHAPSO (Figura 11B) que aparecen en la estructura del regulador EcmR pueden
alojarse en el modelo del regulador All0345 sin impedimentos estéricos.

A continuacién, para conocer el grado de conservacion de las proteinas de interés en
cianobacterias se buscaron homdlogos en otras cianobacterias y se construyeron arboles
filogenéticos que se muestran las figuras 12 y 13.
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Figura 12. Arbol filogenético de la proteina Alr1976 con homologos en otras cianobacterias. Se recuadra en azul la
secuencia de Alr1976 de Anabaena sp. PCC7120. Los nimeros en rojo son el resultado de la validacion por bootstrap.

En la figura 12, se puede apreciar como la proteina Alr1976 es filogenéticamente méas proxima a
las secuencias de Komarekiella y Calothrix, filamentosas y formadoras de heterocistos, aunque
también hay homdlogos en cianobacterias no filamentosas como Chamaesiphon. El alineamiento
maltiple de estas secuencias mostrd que mientras el dominio de unién a DNA de tipo XRE esta
muy conservado en todas las secuencias analizadas, el dominio C-terminal esta menos conservado
(Material Suplementario, seccion 9.9, figura S-5).
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Figura 13. Arbol filogenético de la proteina All0345 con homologos en otras cianobacterias. Se recuadra en azul la
secuencia de All0345 de Anabaena sp. PCC7120. Los nimeros en rojo son el resultado de la validacion por bootstrap.

Con respecto al regulador All0345, se puede observar que el arbol filogenético de las secuencias de
cianobacterias (figura 13), estd formado por dos clados. En el clado superior se encuentran las
secuencias de Merismopedia glauca, Synechococcus y Drouetiella hepatica, todas ellas no fijadoras
de nitrégeno, mientras que en el clado inferior se encuentran el resto de secuencias analizadas,
incluyendo la de Anabaena, que se encuentra filogenéticamente mas proxima a las secuencias
Trichormus sp. y Fischerella thermalis, ambas cianobacterias filamentosas y diazotroficas. El
alineamiento multiple de estas secuencias puso de manifiesto que la proteina All0345 se encuentra
altamente conservada en cianobacterias, tanto fijadoras como no fijadoras, teniendo conservado
ambos dominios, tanto el de unién a DNA tipo MerR, como el de unién a efector de tipo AraC-E
(Material Suplementario, seccion 9.9, figura S-6).
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Con el objetivo de obtener informacidn con respecto a la funcion desarrollada por las proteinas
Alr1976 y All0345, se estudid su similitud con proteinas ya caracterizadas de la misma familia
en otros procariotas. Para ello, en el caso de Alr1976, se buscaron secuencias de reguladores de
la familia XRE, mientras que para All0345, de la familia MerR y se construyé un arbol
filogenético (figuras 14 y 15).
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Figura 14. Arbol filogenético de la proteina Alr1976 comparando secuencias de proteinas no cianobacterianas
obtenidas tras realizar una busqueda en Uniprot de proteinas pertenecientes a la familia XRE. Se recuadra en azul la
secuencia de Alr1976 de Anabaena sp. PCC7120. Los nimeros en rojo son el resultado de la validacion por bootstrap.

En la figura 14, se aprecia como las proteinas con secuencia mas similares a Alr1976 son RghR
de Bacillus Subtilis, el cual esta implicado en la regulacion del operon srfA, involucrado en la
produccion de la surfactina y en la esporulacion (77) y ClgR de Mycolibacterium smegmatis, que
participa en la respuesta a estreses. El alineamiento multiple mostr6 que la conservacion de la
proteina Alr1976 en procariotas es mucho menor que en cianobacterias (Material suplementario,
seccion 9.11 figura S-7). Solo el dominio de union a DNA de tipo XRE esta conservado y la
similitud entre secuencias es mucho menor. Por el contrario, en los filogenéticamente mas cercanos
a Alr1976 (RghR de B. subtilis y CIgR de M. smegmatis), toda la secuencia proteica esta altamente
conservada (Material Suplementario, seccién 9.11, figura S-8)
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Figura 15. Arbol filogenético de la proteina All0345 comparando secuencias de proteinas no cianobacterianas
obtenidas tras realizar una blsqueda en Uniprot de proteinas pertenecientes a la familia MerR. Se recuadra en azul la
secuencia de All0345 de Anabaena sp. PCC7120. Los niimeros en rojo son el resultado de la validacion por bootstrap.
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Como se muestra en la figura 15, en el caso del regulador AIll0345, las proteinas
filogenéticamente mas cercanas son BmrR de Bacillus subtillis que es un regulador del
transportador de farmacos Bmr (72) y EcmrR de E. coli, cuya union al DNA estd modulada por
farmacos, aunque su funcion es desconocida (76). En procariotas, se tiene una conservacion
unicamente del dominio de union al DNA de tipo MerR, mientras que el dominio de unién a
efector de tipo AraC-E no esta conservado (Material Suplementario, Seccion 9.11, figura S-9).
Por el contrario, en aquellos filogenéticamente cercanos (EcmrR de E. coli y BItR y BmrR de B.
subtilis) si que estan conservados tanto el dominio de unién a DNA de tipo MerR como el dominio
de unidn a efector de tipo AraC-E (Material Suplementario, Seccién 9.11, figura S-10)

5.2. Clonaje en pET-28a

Tras analizar sus propiedades mediante estudios bioinformaticos se decidié purificar las
proteinas de interés mediante sobreexpresion heterdloga en células de E. coli, para lo cual se
clonaron los genes alr1976 y all0345 en el plasmido pET28a con una cola de histidinas en el
extremo amino terminal. Para realizar el clonaje se amplificaron las secuencias codificantes de
los genes y se introdujeron sitios de restriccion mediante los oligonucledtidos utilizados para la
amplificacion. En concreto, se introdujo el sitio Ndel en su extremo 5’ y el sitio Sall en su extremo
3’ para asi poder clonar estos genes en el sitio de clonaje multiple del pET28a de forma que no
se alterase el marco de lectura y se incorporase la cola de histidinas en el extremo amino terminal.
Tras amplificar los genes, se llevo a cabo una doble digestion de los insertos y del plasmido con
las enzimas Sall y Ndel y para verificar que tanto la amplificacion de los insertos como la
digestion vector habian sido correctas, se realizd una electroforesis en un gel de agarosa, cuyo
resultado se muestra en la figura 16.
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Figura 16. Andlisis de los insertos y el vector utilizados para el clonaje. Electroforesis en gel de agarosa al 1 %
de los genes alr1976 y all0345 amplificados por PCR y digeridos con las enzimas de restriccion Sall y Ndel (carriles
2y 3, respectivamente) y el vector pET28a digerido con las enzimas de restriccion Sall y Ndel (carril 4). El carril 1
contiene el marcador de pesos moleculares 1 kb DNA ladder y el 5, el marcador A-HindlII.

Como se aprecia en la figura 16, ambos insertos amplificaron correctamente, ya que se obtiene
una banda entre los 200 y 500 pares de bases para el gen alr1976, el cual tiene un tamario de 366
pares de bases y una banda entre 750 y 1000 para el gen all0345, que tiene una longitud de 873
pares de bases. Por otro lado, se puede observar la correcta digestion del plasmido pET28a, pues
se observa una banda entre 5 y 6 kb y el tamafio del plasmido es de 5,4 kb.
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Tras verificar la correcta amplificacion y digestion de los insertos y el vector, se llevo a cabo
una ligacién de los insertos alr1976 y all0345 en el vector pET28a haciendo uso de los extremos
cohesivos generados por las enzimas de restriccion. Tras la ligacion se llevé a cabo un choque
térmico de las mezclas de ligacion pET28a + alr1976 y pET28a + all0345 en celulas DH5a. Para
determinar qué colonias habian incorporado el vector con el inserto de interés se llevo a cabo una
PCR colonia empleando parejas de cebadores que amplificaban la secuencia codificante de los
genes alr1976 y all0345. Se analizaron 5 colonias obtenidas en el choque térmico de la ligacién
pET28a + alr1976 y 5 colonias de la ligacion pET28a + all0345 en un gel de agarosa al 1%,
empleando como controles positivos los genes alrl976 y all0345 y como control negativo el
vector pET28a vacio. Los resultados de la electroforesis se muestran en la figura 17.
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Figura 17. PCR colonia de la ligacién de los insertos alr1976 y all0345 en el vector pET28a. Analisis mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los productos de amplificacion obtenidos tras realizar una PCR colonia para
comprobar la presencia del inserto de interés en las colonias de E. coli DH5a obtenidas en el choque térmico de las
mezclas de ligacion pET28a + alr1976 y pET28a + all0345. El primer carril corresponde al marcador de pesos
moleculares 1 kb DNA ladder, los carriles 2-6, a las colonias obtenidas tras el choque térmico con la mezcla de
ligacion pET28a + alr1976 y los carriles 9-13 a las colonias obtenidas tras el choque térmico con la mezcla de ligacion
pPET28a + all0345. Los carriles 7 y 14 corresponden a la amplificacion sobre los genes alrl976 y all0345
respectivamente (controles positivos) y los carriles 8 y 15 a la amplificacién sobre el vector pET28a sin inserto
(control negativo).

Como se puede observar en la figura 17, todas las colonias transformadas con la mezcla de
ligacion pET28a + alr1976 y 4 de las 5 colonias transformadas con la ligacion pET28a + all0345
analizadas contenian el vector con el inserto, pues se observa que no se obtiene producto de
amplificacion al llevar a cabo la reaccion de amplificacion sobre el vector pET28a vacio. En
ambos casos, se selecciond la colonia 1 y se iniciaron preindculos en medio LB con kanamicina,
gue se incubaron toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se aislaron los plasmidos mediante
miniprep y se secuenciaron para comprobar que los insertos no contenian mutaciones, obteniendo
asi los plasmidos pET28a:alr1976 y pET28a:all0345. Finalmente, los plasmidos se introdujeron
en células BL21 termocompetentes mediante choque térmico, para generar las estirpes BL21
pETalr1976 y BL21 pETall0345, que se usaron para la sobreexpresion de las proteinas.
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5.3. Prueba de sobreexpresion

Para poder purificar las proteinas Alr1976 y All0345 se opt6 por su sobreexpresion en las cepas
BL21 pETalr1976 y BL21 pETall0345. Para conocer las condiciones de maxima expresion de las
proteinas Alr1976 y All0345, se realizd una prueba de sobreexpresion a diferentes tiempos y
temperaturas de induccién: 2ha37°C, 4 ha37°C, 4 ha30°C ytodalanoche a 15 °C, manteniendo
constante la concentracion de inductor, en este caso 1 mM de IPTG. Una vez transcurrido el tiempo
de induccion, se recogieron las muestras de cada cultivo y se analizaron mediante electroforesis
desnaturalizante en geles de SDS-PAGE, cuyos resultados se recogen en la figura 18.
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Figura 18. Prueba de sobreexpresion de las proteinas Alr1976 (A) y All0345 (B) en E. coli BL21 En ambos
geles, el primer carril (MW) corresponde al marcador de pesos moleculares Low Molecular Weight Protein Marker
I1 (NZY) y el resto de los carriles a los extractos celulares sin inducir (-) e inducidos (+) obtenidos en las diferentes
condiciones de induccidn estudiadas (2 ha 37 °C, 4 ha 37 °C, 4 ha 30 °C y toda la noche a 15 °C). El andlisis se llevo
a cabo mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 17 %.

Como se observa en la figura 18, en todas las condiciones analizadas hay una sobreexpresion
considerable de las proteinas Alr1976 y All0345. Con los resultados obtenidos en la prueba de
sobreexpresion, se decidio llevar a cabo la sobreexpresion de las proteinas Alr1976 y All0345 a
gran escala incubando a 15 °C durante toda la noche tras la adicion del IPTG para facilitar el
plegamiento, reduciendo asi la formacion de posibles cuerpos de inclusion.

5.4. Pruebas de solubilizacion

Una vez obtenida la biomasa de células BL21 pETalr1976 y BL21pETall0345 sobreexpresando
las proteinas de interés, es necesario extraer las proteinas del interior celular y solubilizarlas, para
lo cual se decidid lisar las células mediante sonicacion. Antes de sonicar la biomasa obtenida se
realiz6 una prueba de solubilidad a pequerfia escala de las proteinas en diferentes tampones, para
asi encontrar el tampon en el que solubilizara la mayor parte de la proteina de interés y que estas
no precipitasen. Se estudiaron 4 tampones diferentes: el primero estaba compuesto por Tris 50
mM pH 8, 10 % de glicerol y 500 mM de NaCl; el segundo por Tris 50 mM pH 8, NaCl 200 mM,
10 % de glicerol y Tween 0’05 %; el tercero por Tris 50 mM, pH 8 y 1 U de lisozima; y el dltimo
por NaH2PO4 0,1 M, Tris 0,01 My Cloruro de guanidinio 2 M a pH 8.

Para llevar a cabo esta prueba se descongelé una pequefia fraccion de la biomasa, la cual fue
sometida a lisis celular en los tampones anteriores y posteriormente se centrifugé para separar la
fase soluble (sobrenadante) de la fase insoluble (precipitado) y determinar si la proteina de interes
era soluble mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida SDS-PAGE, cuyos
resultados se muestran en la figura 19.
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Figura 19. Resultados de la prueba de solubilidad de las proteinas Alr1976 (A) y All0345 (B) en diferentes
tampones analizados. En ambos geles, el primer carril (MW) corresponde al marcador de pesos moleculares Low
Molecular Weight Protein Marker Il (NZY), el segundo carril (C) corresponde a un extracto de proteinas totales de
la celula mediante lisis con SDS vy los carriles restantes son el precipitado (Pel) y sobrenadante (Sb) obtenidos tras la
lisis celular por sonicacién de la biomasa de células BL21-pETalr1976 y pETall0345 resuspendida en los diferentes
tampones: tampén 1 (Tris 50 mM pH 8, 10 % de glicerol y 500 mM de NaCl), tampén 2 (Tris 50 mM pH 8, NaCl
200 mM, 10 % de glicerol y Tween 0’05 %), tampoén 3 (Tris 50 mM, pH 8 y 1 U de lisozima) y tampdn 4 (NaH2PO4
0,1 M, Tris 0,01 M, Cloruro de guanidinio 2 M, pH 8). El analisis se llev6 a cabo mediante electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 17 %.

Como se observa en la figura 19, la solubilidad de las proteinas Alr1976 y All0345 es diferente
segun el tampdn empleado. Para el regulador Alr1976 se observa que la solubilidad es mucho
mayor en el en el tampon 4, el cual contiene cloruro de guanidinio, un agente caotropico que a la
concentracion de trabajo (2 M) se asocia a las cadenas laterales de los aminoacidos, minimizando
las interacciones que dan lugar a los fenémenos de agregacion (78). No obstante, se observa que la
proteina también se solubiliza en el resto de condiciones estudiadas. Respecto al regulador
All0345, se puede apreciar como su solubilidad en el tampon 1 es baja mientras que en el resto
de tampones (2, 3y 4), la solubilidad de All0345 es més alta. A la vista de los resultados obtenidos,
en ambos casos se eligié el tampdn 2 (Tris 50 mM pH 8, NaCl 200 mM, 10 % de glicerol y Tween
0°05 %) para llevar a cabo la purificacion de las proteinas Alr1976 y All0345, pues en ambos casos
se producia una buena solubilizacion de las proteinas de interés.

5.5. Purificacion mediante cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados

La purificacién de ambos reguladores se llevo a cabo mediante cromatografia de afinidad a iones
metalicos inmovilizados (IMAC), ya que las proteinas recombinantes contenian una cola de
histidinas en su extremo amino terminal que muestra afinidad por estos iones.

Las proteinas Alr1976 y All0345 se sonicaron en tampon compuesto por Tris 50 mM, Tween 0,05
%, glicerol 10 %, NaCl 200 mM e imidazol 20 mM a pH 8, y se llevaron a cabo dos purificaciones,
una empleando cobalto y otra empleando niquel como metales fijados en la columna, pues la
elucion de las proteinas fijadas a la columna es diferente segun el metal empleado. Para evaluar la
eficacia de cada etapa de la purificacion se recogieron alicuotas tras la lisis de las células mediante
sonicacion, del precipitado obtenido tras clarificar el sonicado (pellet), del extracto crudo antes
de cargarlo en la columna, del volumen eluido al cargar el extracto crudo en la columna
(flowtrough) y de los lavados. Estas alicuotas junto a las fracciones obtenidas en la elucién de la
columna mediante el gradiente de imidazol se precipitaron con TCA 10 % y se analizaron
mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida SDS-PAGE, cuyos resultados
se muestran en las figuras 20 y 21.
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Figura 20. Perfil de la elucion de la columna de purificacion de la proteina Alr1976, empleando niquel (A) y
cobalto (B) como ion metalico inmovilizado. En ambos geles, el primer carril (MW) corresponde al marcador de
pesos moleculares Low Molecular Weight Protein Marker Il (NZY), el segundo carril (Son) corresponde a una
alicuota recogida tras la sonicacion, el tercero (Pel) al precipitado obtenido tras clarificar el sonicado, el cuarto (Ext)
al extracto crudo, el quinto (FT) al volumen eluido al cargar el extracto crudo, el sexto (L1) al primer lavado, el
séptimo (L3) al tercer lavado y los carriles restantes (F4-F48) a las fracciones obtenidas tras la elucion de la columna
con un gradiente de imidazol (0-1 M). El andlisis se llevo a cabo mediante electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida al 17 %.

Como se aprecia en la figura 20, en los carriles 2 y 4 (sonicado y extracto crudo) aparece una
banda en torno a 18,5 KDa correspondiente a la proteina Alr1976, que es indicativa de una buena
lisis celular y solubilizacidn de la proteina, aunque parte de ella queda en el precipitado obtenido
tras clarificar (carril 3). En el carril correspondiente al flowthrough, se aprecia como dicha banda
no aparece, lo que indica que la proteina se ha fijado a la columna, y aparecen otras muchas
bandas, correspondientes a otras proteinas de la célula. En el carril del primer lavado, se sigue
apreciando la presencia de otras proteinas, pero no asi de la proteina Alr1976 y en el carril
correspondiente al tercer lavado, apenas aparecen proteinas, lo que sugiere que ya se han eluido
todas aquellas proteinas que no presentan afinidad por el ion metélico. En el caso de la
purificacién con niquel (figura 20A), la proteina Alr1976 aparece a partir de la fraccion 16, en la
cual ademas se aprecia la presencia de otras proteinas contaminantes. Las fracciones 20-32
presentan una alta concentracion de proteina y ausencia de contaminantes y la ultima fraccion de
aquellas analizadas que contiene la proteina de interés es la 36, en la que la concentracién de
Alr1976 es menor que en las fracciones anteriores.

En el caso de purificaciéon con cobalto (figura 20B), el patrén de elucién es diferente. En este
caso, la proteina Alr1976 aparece a partir de la fraccion 16 y hasta la fraccion 48. No obstante, en
las fracciones 16-32, la intensidad de la banda a 18,5 KDa es mayor que en las fracciones 36-48,
lo que indica que en estas primeras fracciones la concentracion de Alrl976 es mucho mayor.
Finalmente, se puede apreciar que en la purificacion con cobalto las fracciones presentan menos
contaminantes que en la purificacién con niquel.
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Figura 21. Perfil de la elucién de la columna de purificacién de la proteina All0345, empleando niquel (A) y
cobalto (B) como ion metalico inmovilizado. En ambos geles, el primer carril (MW) corresponde al marcador de
pesos moleculares Low Molecular Weight Protein Marker 11 (NZY), el segundo carril (Son) corresponde a una
alicuota recogida tras la sonicacion, el tercero (Pel) al precipitado obtenido tras clarificar el sonicado, el cuarto (Ext)
al extracto crudo, el quinto (FT) al volumen eluido al cargar el extracto crudo, el sexto (L1) al primer lavado, el
séptimo (L3) al tercer lavado y los carriles restantes (F4-F48) a las fracciones obtenidas tras la elucién de la columna
con un gradiente de imidazol (0-1 M). El andlisis se llevo a cabo mediante electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida al 17 %.

La figura 21 muestra el resultado de la purificacion del regulador All0345. Se observa que, al
igual que sucedia para el regulador Alr1976, los carriles correspondientes al sonicado (Son) y al
extracto (Ext) presentan una gruesa banda entre 32 y 40 KDa, lo que indica que, a pesar de que
una parte de la proteina se encuentra en el precipitado obtenido tras la sonicacién (Pel), se ha
producido la liberacion de la proteina de la célula y permanece soluble en el extracto crudo.
Ademas, al cargar el extracto en la columna de IMAC, la proteina se fija a la columna, tanto
cuando se usa el cobalto como el niquel como ion metalico, ya que la banda correspondiente a
All0345 no aparece en el carril del volumen eluido al cargar el extracto crudo (FT). Los carriles
de los lavados, muestran que se logra eluir las proteinas que unidas por interacciones débiles a la
columna sin que eluya la proteina de interés.

En la purificacion empleando como ion metalico el niquel (figura 21A), la proteina All0345
comienza a eluir a partir de la fraccion namero 20, aungue no es hasta la fraccion 36 cuando su
concentracion aumenta notablemente. Ademas, en las primeras fracciones en las que aparece la
proteina (20-24) se observa la presencia de contaminantes, ya que se aprecian bandas tanto de
pesos moleculares mayores como de pesos menores que la proteina de interés en el gel de
electroforesis. Respecto a la purificacion llevada a cabo con cobalto (figura 21B), la proteina
All0345 eluye desde la fraccion nimero 12 hasta la fraccion 48, en concentraciones similares en
todas las fracciones y con menor presencia de otras proteinas contaminantes que en la purificacion
con niquel.

43



Resultados

Una vez analizadas las fracciones, se seleccionaron aquellas que contenian las proteinas de
interés en mayor cantidad y con mayor grado de pureza y se sometieron a dialisis para poder
eliminar el imidazol de las alicuotas de proteina. Para ello, se combinaron las fracciones
seleccionadas y se sometieron a dos ciclos de dialisis a4 °C en 3 L de tampon Tris 50 mM, glicerol
10 % (v/v) y NaCl 100 mM, a pH 8. Para la proteina Alr1976, de la purificacion con niquel, se
combinaron las fracciones 26 a 36 y 22 a 25 y para la purificacion con cobalto se seleccionaron
las fracciones 16 a 22 y 23 a 48. Por otro lado, para la proteina All0345 en el caso de la
purificacion con niquel se combinaron las fracciones de la 36 a la 48 y en el caso de la purificacion
con cobalto, las fracciones 12 a 48.

Tras los ciclos de didlisis las proteinas precipitaron en la membrana de dialisis. Por ello se
centrifugd el contenido para eliminar las proteinas precipitadas y obtener la proteina que
permaneciera en solucion. Finalmente, se llevo a cabo un espectro UV-visible y a partir de la
absorbancia a 280 nm y el coeficiente de extincion tedrico, se pudo calcular la concentracion a la
que se encontraban las proteinas, siendo esta muy baja (en torno a 5 uM) debido a la precipitacion
que tuvo lugar durante la dialisis.

Dado que mediante la purificacién empleando el tampdn Tris 50 mM no se consiguio purificar
la proteina en cantidad suficiente para poder llevar a cabo su caracterizacion se decidié llevar a
cabo una purificacion empleando un tampon con cloruro de guanidinio 2 M. El cloruro de
guanidnio es un agente caotropico con el que se han obtenido buenos resultados en la purificacion
de los reguladores transcripcionales FurA y FurB, en los que el uso de este compuesto en el
tampdn de purificacion permitid purificarlos con un rendimiento alto y manteniendo su actividad
de union al DNA, y que se ha propuesto que podria permitir la purificacion de otros reguladores
transcripcionales diferentes a los de la familia FUR que presnten problemas de agregacion (78).
Ademas, a la vista de los patrones de elucién (Figuras 20 y 21) se decidio purificar ambas
proteinas empleando como ion metéalico el cobalto; puesto que se aprecia como en la purificacion
con este ion metélico hay una menor presencia de contaminantes que cuando se empled niquel.

Al igual que en la purificacion con Tris 50 mM pH 8, en la purificacion llevada a cabo con
cloruro de guanidinio se sonicaron las células BL21 que sobreexpresaban las proteinas para
liberar al exterior celular las proteinas de interés y se centrifugaron para obtener el extracto crudo,
el cual se cargd en la columna de afinidad previamente cargada con cobalto. Posteriormente, se
realizaron lavados para eliminar las proteinas unidas por interacciones inespecificas y se eluyeron
las proteinas de interés mediante un gradiente de imidazol (0-1 M). Al igual que en el caso
anterior, se recogieron alicuotas en todos los pasos del proceso de purificacion y estas alicuotas,
junto a las fracciones obtenidas en la elucién, se analizaron mediante electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida, previa precipitacion con TCA. Los resultados de la
electroforesis se muestran en la figura 22.
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Figura 22. Perfil de la elucién de la columna de purificacion de la proteina Alr1976 (A) y All0345 (B)
empleando un tampoén de purificacion con cloruro de guanidinio 2 M y cobalto como i6n metélico
inmovilizado. En ambos geles, el primer carril (MW) corresponde al marcador de pesos moleculares Low Molecular
Weight Protein Marker 11 (NZY), el segundo carril (Son) corresponde a una alicuota recogida tras la sonicacion, el
tercero (Pel) al precipitado obtenido tras clarificar el sonicado, el cuarto (Ext) al extracto crudo, el quinto (FT) al
volumen eluido al cargar el extracto crudo, el sexto (L1) al primer lavado, el séptimo (L3) al tercer lavado y los
carriles restantes (F4-F48) a las fracciones obtenidas tras la elucién de la columna con un gradiente de imidazol (0-1
M). El andlisis se llevd a cabo mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 17 %.

Como se muestra en la figura 22, tras la sonicacion y centrifugacion en tampén con cloruro de
guanidinio, se consigue solubilizar la mayor parte de las proteinas, puesto que la banda que
aparece en el carril del pellet (Pel) a una altura de 18,5 KDa en el caso de Alr1976 y a una altura
de 40 KDa en el caso de All0345 es muy tenue, mientras que, en el carril del extracto (ext), esta
banda es mas gruesa. Por otro lado, se puede observar que, con los sucesivos lavados, se consigue
eliminar de la columna las proteinas contaminantes, puesto que en el carril del tercer lavado (L3)
apenas aparecen bandas de proteinas. En el caso de la proteina Alr1976 (figura 22A), se observa
que esta comienza a eluir en la fraccion 8 y se puede ver que en las primeras fracciones en las que
hay proteina, especialmente en la 8 y en la 12, la concentracion de esta es tan alta que incluso se
deforman los carriles del gel. Se observa que el resto de la proteina eluye entre las fracciones 16
y 28 y que en las fracciones restantes (F32-F48), la concentracion de Alr1976 es muy baja. En
las fracciones 8, 12, 16 y 21 se observa que aparecen otras proteinas contaminantes de mayor
peso molecular, aunque la proteina de interés se encuentra en mucha mayor proporcién. En el
caso de la proteina All0345 (figura 22B), se obtiene una banda a unos 40 KDa, correspondiente
a la proteina All0345, en todas las fracciones analizadas. No obstante, es en las fracciones
comprendidas entre la 8 y la 20 donde la concentracion es mucho mayor, e incluso en la fraccion
12 se puede ver que se deforman los carriles del gel.

Tras este analisis se seleccionaron las fracciones de interés y se llevé a cabo la dialisis de las
proteinas. Para la proteina Alr1976 se combinaron las fracciones 6 a 21 y para All0345, las
fracciones 16 a 21, que se introdujeron en membranas de dialisis y se sometieron 2 ciclos de
dialisis a 4 °C en tampon acético-acetato a pH 4. Tras el primer ciclo de dialisis se observo que
las proteinas precipitaban dentro de la membrana. En el segundo ciclo el regulador Alr1976 se
resuspendioé practicamente por completo mientras que el regulador All0345, solo se resuspendio
parcialmente, por lo que se centrifug6 para eliminar la proteina precipitada.
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Finalmente, se analizaron las proteinas mediante espectroscopia UV-Visible (Figura 23) y se
cuantificaron haciendo uso de la absorbancia a 280 nm, del coeficiente de extincion tedrico y de
la ley de Beer-Lambert. A diferencia del protocolo anterior, la purificacion con cloruro de
guanidinio permitio obtener las proteinas a una alta concentracion. En el caso de Alrl976, se
obtuvo a 390 uM y para All0345, aunque parte precipito en la dialisis, se obtuvo a 80 uM.
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Figura 23. Espectros UV-Visible entre 250 y 700 nm de soluciones 20 pM de los reguladores Alr1976 (A) y
All0345 (B) tras la purificacién con cloruro de guanidinio y dialisis en acético-acetato 10 mM pH 4

Como se observa en la Figura 23, los espectros UV-Visible de los reguladores Alrl976 y
All0345 no presentan picos en la regién del visible, lo que indica la ausencia de grupos prostéticos
con absorbancia en esta region, y aparece un pico a 280 nm, resultado de la absorcién de los
amino&cidos aromaticos de las proteinas.

5.6. Analisis de la estructura secundaria y terciaria mediante dicroismo circular

Tras haber purificado las proteinas de interés se llevo a cabo un analisis de las mismas mediante
dicroismo circular en el UV-lejano, que proporciona informacion sobre la estructura secundaria,
y en el UV-cercano, que proporciona informacion sobre la estructura terciaria. Los resultados se
muestran en la figura 24.
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Figura 24. Espectros de dicroismo circular UV-lejano (A) y UV-cercano (B) de soluciones 10 pM de los
reguladores Alr1976 y All0345.

En el UV-lejano, la absorcion es dependiente de los angulos ¢ y v de los enlaces peptidicos, los
cuales son diferentes dependiendo del tipo de estructura secundaria. Esto ocasiona que cada
motivo de estructura secundaria tenga un espectro caracteristico: las hélices a tienen dos minimos
en torno a 222 y 208 nm y un maximo en torno a 190 nm mientras que las hojas  presentan un
minimo a 215-218 nm y un maximo a 196-198 nm.
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Como se aprecia en la figura 24 A, ambas proteinas son ricas en hélices a, sobre todo Alr1976.
La deconvolucion de los espectros permitio estimar los porcentajes de cada tipo de estructura para
las dos proteinas. Se estima que Alr1976 esta constituida por un 56,5 % de hélice a y un 0,6 %
de lamina f3, lo que se asemeja con la prediccion de estructura secundaria (Figura 6), en la que se
predice un 66 % de hélice a. Para All0345, se estima que se compone de un 40% de hélice oy un
17 % de lamina B, que también es semejante a la prediccion de estructura secundaria, que
presentaba un 41 % de hélice oy 22 % de lamina 3 (Figura 6).

En el UV-cercano absorben los aminoacidos aromaticos, en concreto el triptéfano, pero
Unicamente cuando se encuentran en el interior de una estructura, de modo que, en las proteinas
desplegadas, el triptéfano no presenta absorcidn. Por tanto, esta técnica permite estudiar si la
proteina se encuentra plegada o desplegada. Como se aprecia en la figura 24B, ambas proteinas
dan un espectro UV-cercano, lo que indica que se han obtenido plegadas en la purificacion.

5.7. Determinacion de la presencia de metal por ICP-OES

Se determin6 mediante ICP-OES la presencia de metales caracteristicos de las metaloproteinas
(Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Zn y Mo) en las proteinas Alr1976 y All0345. En todos los
casos, los metales estaban por debajo del limite de deteccion, lo que indica que las proteinas
Alr1976 y All0345 no se han purificado conteniendo metales.

5.8. Andlisis de oligomerizacion por entrecruzamiento

Dado que los estudios bioinformaticos sugerian que las proteinas Alr1976 y All0345 podian
dimerizar, se analiz6 su oligomerizacién mediante ensayos de entrecruzamiento con glutaraldehido
al 5 %, un enctrecruzador bifuncional. Los resultados se muestran en la figura 25.
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Figura 25. Ensayos de oligomerizacién por entrecruzamiento de las proteinas Alr1976 (A) y All0345 (B) con
glutaraldehido al 5 %. En ambos geles, el primer carril (MW) corresponde al marcador de pesos moleculares Low
Molecular Weight Protein Marker 11 (NZY), el segundo carril (Son) corresponde a la proteina (10 uM) sin agente de
entrecruzamiento y el tercer carril corresponde a la proteina (10 uM) tratada con glutaraldehido 5 % (Glu 5%). El
analisis se llevo a cabo mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 15 %.

En lafigura 25A, en el segundo carril se aprecia una banda en torno a 18,5 KDa, que corresponde
a Alrl976, y en el tercer carril, se aprecia una disminucion de la intensidad de dicha banda,
mientras que aparecen una banda entre 32 y 40 kDa, que podria corresponder a un dimero de
Alr1976, que tendria un peso tedrico de 26,8 KDa, y unas bandas por encima de 48 KDa, que
podrian corresponder a oligdbmeros de este regulador. Por otro lado, para All0345, en la figura
25B, se aprecia como en el carril tratado con glutaraldehido desaparece la banda de en torno a 40
KDa, y aparece una banda con un peso molecular superior a 96 KDa, que podria corresponder a
agregados de la proteina u oligomeros de alto peso molecular.
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5.9. Analisis de oligomerizacion mediada por puentes disulfuro

Dado que en ambos casos se observd la formacion de oligdmeros de un tamafio molecular
superior y ambas proteinas contenian cisteinas se decidio estudiar si esta oligomerizacién podia
estar mediada por puentes disulfuro. Para ello, se llevd a cabo un estudio de oligomerizacion
tratando las proteinas con H20O2, un agente oxidante que produce la formacién de puentes
disulfuro y un agente reductor (DTT) que reduce los puentes disulfuro. El resultado de este
analisis se muestra en la figura 26.
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Figura 26. Ensayos de oligomerizacién mediados por puentes disullfuro de las proteinas Alr1976 (A) y All0345
(B). En ambos geles, el primer carril (MW) corresponde al marcador de pesos moleculares Low Molecular Weight
Protein Marker 11 (NZY), el segundo carril corresponde a la proteina sin tratar, el tercer carril a la proteina tratada
durante 10 min con H,0, 10 mM, el cuarto carril a la proteina tratada durante 10 min con DTT 10 mM y el quinto a
la proteina tratada durante 10 min con H,O, 10 mM y después durante 10 min con DTT 10 mM. El andlisis se llevd
a cabo mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 15 %.

En la figura 26 A, se puede apreciar como en los carriles perdxido de hidrégeno y de DTT,
aparecen las mismas bandas que en el carril control (carril 1): una a 18,5 KDa, correspondiente a
Alr1976 y otra en torno a los 40 KDa, correspondiente a una contaminacion. De la misma manera,
en el caso de All0345, se observa en la figura 26 B, que la adicion de DTT y perdxido de
hidrogeno aparentemente no afectan a la proteina, pues en todos los carriles se observa
Unicamente una banda a 40 KDa correspondiente a la proteina AllI0345.

5.10. Determinacion de las condiciones de union a DNA mediante EMSA

Para determinar si los reguladores Alr1976 y All0345 presentaban actividad de unién al DNA se
llevaron a cabo ensayos de retardo en gel utilizando como diana su propia region promotora, pues
la mayoria de reguladores transcripcionales estan autorregulados (Figura 27).
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Figura 27. Ensayos de retardo en gel de las proteinas Alr1976 y All0345 frente a sus respectivos promotores. A.
EMSA de Alr1976. El primer carril corresponde al promotor libre en ausencia de proteina y en los siguiente tres carriles,
dicho promotor con concentraciones crecientes de Alr1976: 50, 100, 200 y 400 nM. B. EMSA de All0345 El carril 1,
corresponde al promotor libre en ausencia de proteina y los siguientes a dicho promotor incubado con concentraciones
crecientes de All0345: 0, 25, 50, 100, 150, 200 y 250 nM. En ambos casos, los ensayos se realizaron en presencia de DNA
inespecifico (ifpkn22) y los promotores libres o incubados con proteina se corrieron en geles de poliacrilamida del 6 %.
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Como se aprecia en la figura 27, tanto Alr1976 como All0345 tienen actividad de unién a DNA
y son capaces de unirse a su propio promotor de forma especifica, pues en ambos casos se forman
bandas correspondientes a complejos proteina DNA con la region promotora y no se produce
retardo del DNA inespecifico. Ademas, ambos reguladores son capaces de llevar a cabo dicha
union sin necesidad de afadir metales ni agentes reductores (DTT).

5.11. Estudio de la union a regiones promotoras de genes implicados en el metabolismo
del nitrogeno y la diferenciacion de heterocistos.

Debido a los indicios de la posible implicacion de las proteinas Alr1976 y All0345 en el
metabolismo del nitrogeno y formacion de heterocistos, pues la expresion de alr1976 disminuye
2,5 veces tras 12 horas en deficiencia de nitrogeno (67) y all0345 muestra expresion diferencial
en el transcriptoma de una estirpe de de sobreexpresion de FurC en Anabaena Unicamente en
condiciones de deficiencia de nitrégeno (64), se analizé mediante ensayos de retardo en gel si
estas proteinas se unian a los promotores de los principales genes implicados en estos procesos.
Se estudiaron genes implicados en la asimilacion de nitrégeno como nirA, nifH y gInA, genes de
las primeras etapas de la diferenciacion del heterocisto como hetR, ntcA, nrrA y hanA; genes
implicados en la formacion del patron como asr1734, patA, patS, hetN, hetC y hetZ; y genes
implicados en la formacién de las envueltas del heterocisto como henR, hepA, hepB, hepC,
hepK, devH, devBCA y hglE. Para obtener las correspondientes regiones promotoras, se
amplificaron por PCR fragmentos de DNA de entre 300 y 400 pb localizados upstream del sitio
de inicio de la transcripcién de estos genes. Los ensayos de retardo en gel en los que se obtuvo
que los reguladores Alr1976 y All0345 se unian a la region promotora se muestran en las figuras
28y 29.
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Figura 28. Ensayos de retardo en gel de Alr1976 con las regiones promotoras de los genes ntcA, devBCA y
hanA. El carril 1 corresponde al promotor libre (en ausencia de proteina) y los carriles siguientes corresponden al
promotor incubado con concentraciones crecientes de proteina: 150, 250 y 350 nM en el caso de ntcA y hanA; y 50,
100y 200 nM en el caso de devBCA. Todos los ensayos se llevaron a cabo en presencia de DNA inespecifico (ifpkn22)
y el promotor libre o incubado con proteina se analizé en geles de poliacrilamida al 6 %.

49



Resultados

[All03a5] nm __O___50 100 200 0 50 100 200 0 50 100 200 0 50 100 200

ifpkn22  » ‘
nirA patA
[All0345] nMm__0 50 100 200 0 50 100 200 0 50 100 200

“

' Pilile g :
ifpkn22 p | - - - - *“ 7
hetZ ‘hepB

Figura 29. Ensayos de retardo en gel de All0345 con las regiones promotoras de genes implicados en el
metabolismo del nitrégeno y formacion de heterocistos. El carril 1 corresponde al promotor libre (en ausencia de
proteina) y los carriles siguientes corresponden al promotor incubado con concentraciones crecientes de proteina: 50,
100y 200 nM. Todos los ensayos se llevaron a cabo en presencia de DNA inespecifico (ifpkn22) y el promotor libre
o0 incubado con proteina se analizé en geles de poliacrilamida al 6 %.

La figura 28 muestra que Alr1976 es capaz de unirse a las regiones promotoras de ntcA, devBCA
y hanA, puesto que se observa un retardo de la banda del promotor al aumentar las
concentraciones de Alr1976. Por otro lado, en la figura 29, se aprecia como All0345 se une a los
promotores de nirA, hetZ, patS, henR, patA, hepB y nrrA. Se observa en todos los casos, una
banda superior al promotor de interés que constituye el complejo formado por la proteina y el
DNA, y que al tener un mayor peso molecular tiene una migracion retardada.

Finalmente, dado que NtcA es el principal regulador del metabolismo del nitrégeno, que
Alr1976 y All0345 se unen a promotores de genes que participan en esta via y ademas NtcA
regula muchos de los genes modulados por las proteinas FUR se decidio estudiar si NtcA se unia
a los promotores de los genes alr1976 y all0345. Los resultados de los ensayos de retardo en gel
se muestran en la figura 30.
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Figura 30. Ensayos de retardo en gel de NtcA frente a las regiones promotoras de all0345 y alr1976. El carril 1
corresponde al promotor libre (en ausencia de proteina) y los carriles siguientes corresponden al promotor incubado
con concentraciones crecientes de proteina: 100, 200 y 300 nM. Todos los ensayos se llevaron a cabo en condiciones
reductoras (con DTT) y en presencia de DNA inespecifico (ifpkn22) y el promotor libre o incubado con proteina se
analizo en geles de poliacrilamida al 6 %.

Como se observa en la figura 30, NtcA se une a las regiones promotoras de alr1976 y all0345,
ya que se aprecia una banda de un peso molecular mayor al promotor libre, correspondiente al
complejo NtcA-promotor.
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6. Discusion

6.1. Analisis bioinformatico de los reguladores Alr1976 y All0345

En este trabajo se han purificado y estudiado dos reguladores transcripcionales de la cianobacteria
Anabaena que forman parte de la red de regulacion de FurC, AIr0345 y Alr1976. El andlisis
bioinformatico ha aportado informacion relevante tanto para disefiar las condiciones de su
purificacion como sus potenciales funciones.

La caracterizacion bioinformatica de Alr1976 mostrd que este regulador pertenece a la familia de
reguladores transcripcionales XRE (figura 5A) y que ademéas comparte los motivos de estructura
secundaria caracteristicos de esta familia (figura 6A). Al construir los modelos de estructura terciaria
se observé que las predicciones de Swiss-Model era diferente a la de AlphaFold. A diferencia de los
primeros, este Ultimo presenta una pequefia l&mina B, tal y como se aprecia en la figura 8A. La
prediccion de estructura secundaria (figura 6A), asi como la informacién bibliografica sobre las
proteinas de la familia XRE (68, 69, 73) sugiere que Alr1976 contiene Unicamente hélices a, por lo
que es altamente probable que los modelos por homologia de Swiss-Model sean mas cercanos a la
estructura real que el de AlphaFold. Ademas, en la figura 31A se observa que el nivel de confianza
de los residuos de la proteina que formarian la ldmina B predicha por AlphaFold estan junto a una
zona desordenada y el grado de confianza, a diferencia de la mayor parte de la estructura, es menor.

El andlisis filogenético (figura 14) mostro que, de los dos reguladores utilizados como molde para
construir la estructura terciaria (BswR de P. aeruginosa y EspR de M. tuberculosis), el regulador
BswR es el méas cercano filogenéticamente, de modo que posiblemente la estructura terciaria de
Alr1976 sea méas semejante a la de este regulador que a la de EspR. Al modelar la interaccion con el
DNA se observo gue mientras que en el modelo construido en base al regulador ESpR se predecia que
la unidad funcional que interaccionaba con el DNA era un dimero de dimeros (figura 10B) (73), en
la prediccion en base al regulador BswR era un dimero (figura 10A) cuya formacion estaba mediada
por interacciones hidrofobicas entre residuos hidrofobicos de la hélice o del extremo C-terminal
(figura S-1 A). Dado que Alr1976 es filogenéticamente mas cercano a este regulador, es posible que
su union al DNA sea también similar a la de este regulador. No obstante, el porcentaje de identidad
de estas proteinas con Alr1976 no es demasiado elevado, por lo que estos resultados Gnicamente son
orientativos.

A

Model confidence
Very low (pLDDT < 50)
Low (pLDDT > 50)
Confident (S0 > pLDDT > 50)
mmm Very high (pLDDT > 90)

Model confidence
Very low (pLDDT < 50)
Low (pLDDT > 50)
Confident (90 > pLDDT > 50)
mmm Very high (pLDDT > 90)

Figura 31. Nivel de confianza en la prediccidn de estructura terciaria de Alr1976 (A) y All0345 (B) por AlphaFold. La
confianza de cada region se representa con una escala de color comprendida entre 0y 100.

o1



Discusion

Con respecto a All0345, los estudios bioinformaticos muestran que pertenece a la familia de
reguladores transcripcionales MerR (figura 5B). Al igual que los reguladores de esta familia presenta
un dominio de unioén a DNA en el extremo amino-terminal, una larga hélice a central implicada en la
dimerizacion y un dominio de union a efector en el extremo C-terminal (figura 7B) (71). En este caso
las predicciones de estructura terciaria de Swiss-Model y AlphaFold fueron similares, salvo para el
bucle que conecta la hélice a implicada en la dimerizacién con el dominio efector del extremo C-
terminal, lo que hacia que la orientacion de este dominio variase entre los modelos (figura 8B). En la
figura 31B se observa que la confianza en la parte final de la hélice a implicada en la dimerizacion,
asi como el bucle que la conecta con el dominio de union a efector es baja, lo que podria explicar que
la prediccion de la orientacion del dominio de union a efector difiera entre los modelos. En el caso de
los modelos en complejo con DNA (figuras 10C y 10D), se observa que se produce una deformacion
del DNA, la cual se ha descrito previamente para los reguladores MerR, que activan la transcripcion
deformando el DNA de forma que los elementos -10 y -35 quedan en una conformacion dptima para
interaccionar con la RNA polimerasa (76).

Dentro de la familia MerR hay una gran diversidad en el dominio de union a efector del extremo C-
terminal, pues los miembros de esta familia son capaces de detectar una gran variedad de compuestos
(72). Algunos de ellos son capaces de unirse a cationes metalicos como MerR de S. aureus o CueR
de E. coli, otros pueden detectar estrés oxidativo como SoxR de E. coli y hay otros que son capaces
de unir compuestos quimicos organicos, incluyendo diversos farmacos, como BmrR y BItR de B.
subtilis y EcmrR de E. coli (72). All0345 presenta una mayor cercania filogenética con estos ultimos
(figura 15), lo que sumado a la presencia de dos bolsillos hidrofébicos que podrian unir compuestos
quimicos (figura 11), sugiere que All0345 pertenece a la subfamilia de unién a compuestos organicos.
Por tanto, futuros estudios irdn encaminados al estudio de la interaccion de All0345 con diferentes
metabolitos que pudieran actuar como sefializadores en la cianobacteria y posiblemente modular la
actividad de union al DNA de All0345.

Como se observa en las figuras 12 y 13, los homélogos de las proteinas Alr1976 y All0345 ademés
de estar presentes en cianobacterias fijadoras de nitrogeno como Tolypothrix sp. y Trichormus sp.,
también lo estan en estirpes no fijadoras, como Chamaesiphon sp. y Gloeocapsa sp. Por ello, aunque
en este trabajo se ha centrado en el estudio de su papel en el control de genes implicados en
metabolismo de nitrogeno y formacion de heterocistos, es posible que estos reguladores participen
también en otros procesos celulares.

6.2. Purificacion y caracterizacion de de los reguladores Alr1976 y All0345

La sobreexpresion de las proteinas Alr1976 y All0345 en E. coli BL21 se produjo en todas las
condiciones estudiadas de forma satisfactoria. No obstante, las proteinas mostraron una baja
solubilidad en las condiciones de didlisis a pH 8 y precipitaron, obteniendo concentraciones
insuficientes de proteina para llevar a cabo estudios posteriores. Por ello, se llevd a cabo una
purificacién empleando cloruro de guanidinio, que previamente se habia utilizado con buenos
resultados para la purificacion de FurA (78) y que en este caso permitio recuperar altas
concentraciones de las proteinas Alrl976 y All0345 tras la dialisis. Ademas, ambas proteinas se
obtuvieron plegadas, puesto que el dicroismo circular en la region del UV cercano mostrd absorcion
(figura 24B) y activas, pues eran capaces de unirse a sus propios promotores (figura 27). Esto
corrobora que este protocolo de purificacién es eficaz para otros reguladores transcripcionales
diferentes de las proteinas FUR, como se habia propuesto previamente (78).
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Respecto a la caracterizacion bioguimica, los resultados de la determinacién de metales indican
que las proteinas Alr1976 y All0345 no poseen metales estructurales, lo que concuerda con las
estructuras resueltas de los reguladores de la familia XRE (69, 73) y de los reguladores tipo MerR
(72, 76) empleadas como modelos en este trabajo, las cuales no contienen metales estructurales.

Los ensayos de entrecruzamiento muestran que Alr1976 forma tanto dimeros como oligémeros
de mayor tamafio (figura 25A), cuya formacion no estd mediada por puentes disulfuro (figura
26A\). Esto concuerda con lo que sucede en los reguladores de la familia XRE, en los que
generalmente, la dimerizacion tiene lugar debido a interacciones entre residuos hidrofobicos
presentes en la hélice de dimerizacién (68). Por el contrario, en el caso de All0345 no se observd
la formacion de dimeros en los ensayos de entrecruzamiento (figura 25B), lo que podria deberse
a que el glutaraldehido ocasione la agregacion inespecifica de la proteina y su precipitacion,
dando lugar a formas de alto peso molecular. Para solventar este problema en el futuro se evaluara
la potencial formacién de dimeros u otros oligdmeros mediante otras técnicas como MALLS
(Multi-Angle Laser Light Scattering). No obstante, para comprobar si la dimerizacion de los
reguladores ocurre in vivo serian necesarios ensayos de doble hibrido, en los que es posible el
estudio de interacciones proteina-proteina en condiciones fisioldgicas.

Tanto Alr1976 como All0345 se unen a su propio promotor (figura 27), indicando que son capaces
de autorregularse como sucede habitualmente en los reguladores de las familias XRE y MerR,
respectivamente (68, 70). Ademas, en base a los resultados de este trabajo, no requieren metales ni
condiciones reductoras para unirse al DNA (figura 27). Alr1976, perteneciente a la familia XRE,
contiene Unicamente el dominio de unién a DNA y una hélice de dimerizacion, proceso llevado a
cabo por interacciones hidrofobicas, que tampoco esta modulado por la presencia de metales ni por el
estado redox (68). Por lo tanto, seran necesarios estudios en el futuro para identificar las sefiales que
modulan su interaccion con el DNA.

Los reguladores transcripcionales de la familia MerR, familia a la que pertenece All0345, presentan
un dominio C-terminal muy divergente (70). En el caso de All0345, ademas de la similitud con
reguladores de la familia MerR capaces de unir compuestos quimicos (figura 15) y de la existencia
de dos bolsillos hidrofébicos (figura 11), otra evidencia a favor de que AIll0345 pertenece a la
subfamilia de los reguladores MerR cuya union al DNA esta modulada por la interaccion con ligandos
es su capacidad de union al DNA en ausencia de metales y en ausencia de agente reductor, pues si
perteneciera a las subfamilias de unién a metales o de respuesta oxidativa cabria esperar que su union
al DNA se viera afectada por estos factores. Por ello, en trabajos posteriores seria de interés analizar
la unién de AlI0345 al DNA en presencia de diferentes compuestos quimicos, que pudieran actuar
como efectores.
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6.3. Participacion de Alr1976 y All0345 en la regulacién del metabolismo del nitrégeno y la
diferenciacion de heterocistos en Anabaena

Dada la importancia del metabolismo del nitrogeno en cianobacterias y la posible implicacion de
los reguladores Alr1976 y All0345 en este proceso, ya se observan cambios en la expresion de los
genes alr1976 y all0345 en diferentes transcriptomas en deficiencia de nitrégeno, se estudio su posible
implicacion en la regulacion de genes implicados en este proceso.

Como se observa en la figura 28, el regulador Alr1976 se une a los promotores de los genes
hanA, ntcA y devBCA. HanA es esencial para la diferenciacion de heterocistos en Anabaena (39),
actuando principalmente en las primeras etapas de diferenciacion y favoreciendo la expresion de hetR
(79) mientras que devBCA es un operon formado por los genes devB, devC y devA, los cuales
codifican para los componentes de un transportador tipo ABC (47). Concretamente, DevBCA
funciona como un exportador que transloca glicolipidos especificos de membrana y es esencial para
la formacion de la capa glicolipidica de los heterocistos (80) y su expresion es dependiente de HetR,
aunque NtcA también juega un papel esencial como activador del operon devBCA (81). Estudios
transcripcionales mostraron que la expresion de devBCA y de hanA aumenta a las 12 horas tras la
deficiencia de nitrégeno, mientras que en este momento la expresion de alr1976 disminuye (67). Por
tanto, teniendo en cuenta que los reguladores de la familia XRE, a la que pertence Alr1976 suelen
funcionar como represores (68), es posible que Alr1976 se una a los promotores del operén devBCA
y hanA reprimiendo su expresion y que al disminuir la expresion de alrl976 tras 12 horas en
deficiencia de nitrogeno se desrepriman los genes devBCA y hanA y aumente su expresion.

Por otro lado, alr1976 esta regulado por NtcA (figura 30) y ademaés regula a ntcA, puesto que se une
asu promotor (figura 28), generando asi un ciclo. Dado que la mayoria de los reguladores de la familia
XRE acttian como represores (68), Alr1976 podria actuar controlando la expresion de ntcA a lo largo
del proceso de diferenciacion de heterocistos, reprimiendo su expresion en el momento adecuado para
mantener unos niveles adecuados de NtcA que permitan una correcta diferenciacion a heterocistos.

Respecto a All0345, como se aprecia en la figura 29 fue capaz de unirse a los promotores del
operdn nir-nrt-nar, implicado en la asimilacion de nitrato, asi como de los genes nrrA, que actla
en las primeras etapas de diferenciacion del heterocisto; hetZ, patS y patA, implicados en la
formacion del patron; y henR y hepB, que participan en la sintesis de las envueltas del heterocisto.

El oper6n nir esta formado por la nitrito reductasa (nirA), el transportador de tipo ABC de
nitrito/nitrato (NrtABCD) y la nitrato reductasa (narB) (24) y su expresion esta controlada por el
regulador NtcA (82), asi como por FurC (64). Ademas, All0345 esté regulado por FurC y en este
trabajo se ha descrito que NtcA se une a su promotor (figura 30). Por ello se puede proponer que
AlI0345 colabore en la activacion de este operdn de forma conjunta con FurC y NtcA.

NrrA es un regulador de respuesta que facilita la diferenciacion de heterocistos y permite que NtcA
active la expresion de hetR de manera indirecta (83). All0345 se une al promotor de nrrA y NtcA se
une ademas al promotor de all0345 (figura 30), de forma que podria constituir una via adicional para
regular la expresion de hetR durante la diferenciacion de heterocistos.

All0345 se une ademas a tres promotores de genes implicados en la formacion del patrén de
heterocistos: patA, patS y hetZ. PatS es un regulador negativo de HetR, el cual interacciona con
este impidiendo su union al DNA 'y por tanto la diferenciacion de heterocistos (84), mientras que
patA tiene una influencia en la diferenciacién de heterocistos, promoviendo la expresion de hetR
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(85). Hetz, al igual que PatA favorece la expresion de hetR, pero ademas favorece también la de
patS aumentando de esta forma el ciclo que genera el patron. Ademas patA, patS y hetZ son
activados por HetR (45). All0345 se une a los promotores de estos tres genes, por lo que All0345
podria jugar un papel en la formacion del patron del heterocisto. Por otro lado, se ha descrito que
FurC regula de manera indirecta a patA, pues la sobreexpresion de FurC, altera su expresion; pero
FurC no es capaz de unirse a su promotor (64). Dado que all0345 esta regulado por FurC y
All0345 se une al promotor de patA, es posible que la regulacién de la expresion de patA por
parte de FurC transcurra de forma indirecta a través del regulador All0345.

Finalmente, All0345 también participa en la regulacion de la sintesis de las envueltas, tanto en
la formacién de la capa Hep, pues se une al promotor de hepB, una glicosiltransferasa que
participa en la formacion de esta capa y cuya ausencia impide su sintesis (86), como en la
formacion de la capa Hgl, ya que se une al promotor de henR, el cual es un regulador de respuesta
implicado no solo en la regulacién de la sintesis de la capa Hep, sino también en de la capa Hgl
(87).

De esta forma, All0345 esta implicado en casi todas las fases de diferenciacion de heterocistos,
ya que regula a nrrA, de la fase de iniciacion, a patS y patA de la formacion del patrén, a hetZ,
que se encuentra entre la fase de formacion del patron y la de compromiso y por dltimo en la fase
de morfogénesis, regulando a hepB y henR. Todos estos resultados se integran en la figura 32,
donde se muestra un esquema de la red de regulacion de genes del metabolismo del nitrégeno que
incluye a los reguladores Alr1976 y All0345.

En base a los resultados de este trabajo, futuros estudios irdn encaminados a la caracterizacion de
mutantes de deleccidn de estos reguladores para conocer si son activadores o represores de los genes
a cuyos promotores se unen, ademéas de verificar si estos genes son dianas directas de los
reguladores Alr1976 y All0345. Por otro lado, también seria necesaria la realizacion de estudios in
vivo, incluyendo una caracterizacion detallada del fenotipo de las estirpes mutantes, tanto en
condiciones normales como en deficiencia de nitrdgeno, para conocer en detalle las funciones
fisioldgicas de estos reguladores.

Alr1976

, PUUL S
PatS4«

PatA4””

Figura 32. Esquema de la red de regulacion en la que participan los reguladores Alr1976 y All0345. En lineas
discontinuas se representan las relaciones descubiertas en este trabajo; en amarillo las de Alr1976, en azul las de All0345
y en rosa las de NtcA. Las lineas negras continuas indican relaciones ya conocidas, las acabadas en punta indican
activacion, mientras que las acabadas en barra indican inhibicion.
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7. Conclusiones

Tras la realizacion de este Trabajo de Fin de Master se obtienen las siguientes conclusiones:

Los estudios bioinforméticos permiten concluir que Alr1976 y All0345 son reguladores
transcripcionales de la familia XRE y MerR respectivamente, y que All0345 posee un
dominio de unidn a efector potencialmente implicado en la union de ligandos.

El protocolo de purificacion basado en el uso de una cromatografia de afinidad a iones
metalicos inmovilizados (IMAC) con cobalto como ion metélico y de un tampon de
purificacion con cloruro de guanidinio 2 M permite obtener las proteinas Alr1976 y All0345
en altas concentraciones, plegadas y con actividad de unién a DNA.

Las proteinas Alr1976 y All0345 son capaces de unirse in vitro al DNA de forma especifica
y sin necesidad de condiciones reductoras o presencia de metales.

Alr1976 estd implicada en la modulacion del metabolismo del nitrégeno, puesto que se une
al promotor de ntcA, y en el control de genes implicados en la diferenciacion del heterocisto,
que participan tanto en las etapas tempranas de la diferenciacion como en la sintesis de la
envuelta.

AlI0345 participa en la regulacion de la asimilacion de nitrato, asi como en las etapas de
iniciacién, formacion del patron y sintesis de las envueltas durante el proceso de
diferenciacion de heterocistos.

Conclusions
After finishing this Final Master Project, the following conclusions have been obtained:

Bioinformatic studies revealed that Alr1976 and All0345 are transcriptional regulators from
the XRE and MerR family, respectively, and that All0345 contains an effector binding
domain possibly involved in lingand binding.

The purification protocol based on the use of an immobilized metal ion affinity
chromatography (IMAC) with cobalt as metallic ion and a purification buffer with
guanidine hydrochloride 2 M yields Alr1976 and All0345 proteins in high concentrations,
folded and with DNA binding activity.

Alr1976 and All0345 proteins are able to bind to DNA in vitro in a specific manner, and
without the requirement of reducting conditions or the presence of metals.

Alr1976 is involved in the modulation of nitrogen metabolism, since it binds to the ntcA
promoter and in the control of genes involved in heterocyst differentiation both in the early
stages of differentiation and in envelope biosynthesis.

All0345 is involved in the modulation of nitrate assimilation, as well as in the stages of
initiation, pattern formation and envelope synthesis during heterocyst differentiation.
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9. Material Suplementario

9.1. Programa utilizado en las reacciones de PCR

1. Desnaturalizacion inicial del DNA: 5 mina 95 °C

2. Desnaturalizacion del DNA: 30 sa 95°C

3. Hibridacion del DNA: 30 s a una temperatura de 2°C inferior ala Tm
de la pareja de cebadores utilizados.

4. Etapa de elongacion: 45sa 72 °C

5. Elongacidn final: 10 min a 72°C

6. Conservaciona4°C

Las parejas de cebadores empleadas se recogen en los apartados 9.2 y 9.3 del Material
Suplementario.

30 ciclos

9.2. Cebadores empleados para la amplificacion de los genes all0345 y alr1976 para el clonaje
en el plasmido pET28a

Las secuencias de oligonucledtidos empleadas para amplificar los genes all0345 y alr1976 se
detallan en la siguiente tabla:

Cebadores Secuencia (5°23’) Tm (°C)
all0345_pET28_up(Ndel) GGAATTCCATATGtactgtagacagttggatagattaag
allo345 pET28 dw(Sall) TTTGTCGACtcaagcttgagctactggaaactg 60
alr1976_pET28_up(Ndel) GGAATTCCATAT Gggaagttatctagatatagaacgc
alrl976_pET28 dw(Sall) TTTGTCGACttatgggtcttgcttcaattcgtc

Tabla S-1. Cebadores empleados para amplificar los genes de interés mediante PCR.
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9.3. Cebadores empleados para la amplificacion de promotores mediante PCR

Las secuencias de oligonucledtidos empleadas para la amplificacion de promotores por PCR

fueron las siguientes:

Cebadores Secuencia 5’23’ Tm (°C)
P0345 up GATATAACTTGGCAAACGCCTG 63
P0345 dn TGAAGACAAACGACTTTCTCAC
P1976 _up ACGCGGATATGGTACAGCAG 60
P1976 _dn ACTAGGCTCGCCAAGCGTTC
PhenR_up TTCCTTGAACCAAGATTTGC 61
PhenR_dn AACAAGCACCCAGTTACCTC
PhglE_up TAAGGACAATAGAAGATATCCTAC 59
PhglE_dn CAATAGGTGTTTGTTGTAAAGC
PhepA_up CAGTATCTGTAGGGTGCCTATC A4
PhepA _dn CTTGCTTGCTGAAATAAGTATAG
PhepB_up CCCTAGAGGATGAAAATTGAAG 61
PhepB_dn GGCATTTCTCTCATGATATAGAG
PhepC_up GCCAATTAAAGTTGTCATGATTAAG 33
PhepC_dn CCTAACCTTTGTAATATCCGCC
PhepK_up CGCTGGTTATGAAGCTGG 48
PhepK_dn CCCTCAAATCTCCTTACCCTC
PhetR_up GGGAAAGTCCTTGTAGGTTAC 52
PhetR_dn CGCTTGATCAGATCGATG
PhetC_up CATAGTTTAATTTCTGTTTGGTG 5g
PhetC_dn CAGATGTCGATGTTGCTCAC
PntcA_up GCAATCTATACCCCTATACCC 60
PntcA dn CTTATCTTGTGTCACGATCATC
PnrrA_up GCCAAAAATTAACTCTGTG 57
PnrrA_dn CAACGATTTCAATACAAACC
Pnir-nrt-nar_up GGAAGGTGTTGACATCTATATG 60
Pnir-nrt-nar_dn GAAATTTTCTTCTGGAAACGTG
PgInA_up AAGCCTGTTACTGCATCGCGCATTCC 56
PgInA_dn CGAAACAAAGTTGATGAC
PnifH_up GGCGTGTGGCTCTTGTTC 64
PnifH_dn GGTTGGTTAGTTGGTCGG
PdevH_up GGTTTTTATGAGGGGCTAAG 61
PdevH_dn GATGGAGATTGCATAGGTAAC
PdevBCA up CACCTCGGACACAATCAAAC 63
PdevBCA dn GAGATTCCTGAATCGGTCTG
Pasrl734 up GTTGATGTGAAAAGCTTTAAAAAC 59
Pasrl734 dn CATAGTTTTAGAGATTCCTGTGC
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PpatA _up GGTTTGAGCCAATAACTATACGTG 62
PpatA _dn GTAATCGGAAGTGTTTTCATGG

PpatS_up GCATATTTACGTAAAAAGTTCTATC 58
PpatS_dn CCGGATAGTTAAATGCAAAAAG

PhanA_up GGTGATGACAAGGCTTGG 50
PhanA dn CATTTGGAACTCCTTAATGTTTAC

PhetN_up GTTATGAGTGAGTTATCCTGG 50
PhetN_dn CATTGTAACCTGCTAGTCTCC

PhetZ_up GCGTTTAGTTTATCCGCAAA 6
PhetZ_dn CTCAAGCATTGTTGTAGCCG

PhetC_up GCTACTAGAAATGAGGAGAGGG o4
PhetC_dn GTGAGCAACATCGACATCTG

Ifpkn22_up AAAGATGAATTACACTGGCG .
Ifpkn22_dn CTGCAAACTGTGGCAGAATA

Tabla S-2. Cebadores empleados para amplificar los promotores de los genes de interés mediante PCR.
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9.4. Composicion de los geles de SDS-PAGE

Gel separador

Gel separador

Gel concentrador

Reactivo (17 %) (15 %) (5 %)
Agua destilada 0,36 mL 0,71 mL 1,4mL
Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 2,24 mL 2,24 mL -
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 - - 0,25 mL
Acrilamida-Bisacrilamida (30:0,8 3,4 mL 3mL 0,33 mL
24
SDS 10 % (p/v) 30 uL 30 uL 10 uL
PSA 10 % (p/v) 20 uL 20 uL 10 uL
TEMED 10 L 10 pL 10 uL

Tabla S-3. Composicion de los geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) utilizados en la electroforesis en

condiciones desnaturalizantes.

9.5. Composicion de los geles empleados en los ensayos de retardo en gel

Reactivo Volumen
Agua destilada 4,79 mL
Acrilamida:Bisacrilamida (30:0,8 p/v) 2mL
Glicerol 50 % (v/v) 1,4 mL
Running buffer 10x (30,28 g/L Tris-HCI, 142 g/L 0,93 mL
glicina pH 8,5)
PSA 10 % (p/v) 50 uL
TEMED 30 uL

Tabla S-4. Composicion de los geles de poliacrilamida al 6 % utilizados en los ensayos de retardo en gel
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9.6. Visualizacion de los residuos hidrofobicos presentes en las hélices implicadas en la
dimerizacién de Alr1976 y All0345

Figura S-1. Visualizacion de los residuos hidrofébicos presentes en las hélices o implicadas en la dimerizacion de
Alr1976 modelado en base a BswR (PDB: 408D) (A) y en base a EspR (PDB:3QF3) (B).

Figura S-2. Visualizacion de los residuos hidrofobicos presentes en las hélices o implicadas en la dimerizacion
de All 345 modelado en base a EcmR (PDB: 6XLK) (A) y en base a BmrR (PDB:1R8E) (B).



Material Suplementario

9.7. Modelo del complejo DNA-regulador mostrando la carga electrostatica

En la figura S-3, se representa el modelo generado del complejo DNA-AIr1976 mostrando la
superficie coloreada segun el potencial electrostatico.

Figura S-3. Modelo del complejo DNA-AIr1976 modelado en base a BswR (PDB: 408B) (A) y a EspR
(PDB:3QF3) (B) mostrando la carga. En azul esta representada la carga positiva, mientras que, en rojo, se muestra
la carga negativa.

En la figura S-4, se representa el modelo generado del complejo DNA-AII0345 mostrando la
superficie coloreada segun el potencial electrostatico

Figura S-4. Modelo del complejo DNA-AII0345 modelado en base a EcmR (PDB: 6XLK) (A) y a BmrR
(PDB:1R8E) (B) mostrando la carga. En azul esté representada la carga positiva, mientras que, en rojo, se muestra
la carga negativa.
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9.8. Secuencias empleadas para realizar los alineamientos de las proteinas Alr1976 y All0345
con otras secuencias de proteinas de cianobacterias

A continuacion, se muestran las secuencias de las proteinas de cianobacterias empleadas para
realizar el alineamiento multiple y el arbol filogenético de la proteina Alr1976 de Anabaena:

>Anabaena sp. PCC7120

MGSYLDIERLASLVRKKRGSRGLRETSVEIGNVSPSTLSRVESGRMPDMETFLALCNWLQVPPAELFRTTEEDQP
DTPEATIATQLRADKKLDPATANALASLVKAAYRDLSQQODDELKQDP

>Aetokthonos hydrillicola

MVRARRGRLPLHETALEIGNISPSTLSRIENGKMPDMETFLLLCDWLQVPVTELIKSTESEFSVNNSDAITMQLQA
DKNLDPAVANALAVLIKAAYKQDVAVFHAYESSNKDIRRHSTN

>Calothrix membranacea FACHB-236

MGSYLDIERLASLVRKQRGSRGLRETAADIGKVSPSTLSRVESGKIPDMETFLALCNWLQVPPAELFRSTDADQL
NTPEATATQLRADKNLDPATIANALASLVKAAYQDLSQKNSELKQDP

>Chamaesiphon polymorphus

MANYLDMEKLANLVRNKRLTRGLRETAKEIGNVSPSTISRVENGKTPDMETFLALCDWLAVPAAELIKNTEDEKA
PNTPEAITIQLRADRNLDPAIANALASLVTAAYKDLSQONKNEVASDRNQDEE

>Chlorogloea sp. CCALA 695

MGSYLDIERLASLVRSKRGSCGLRETALIIGNVSPSTISRVENGKIPDMDTFLALCDWLEVPLSELIKNTEDEHL
DTPEAISIQLRADKNLDPATANALASLVKAAYKDLSQQOKNKEE

>Chondrocystis sp. NIES-4102

MKNYLDTERLANLVRNKRGNRGLRETAKEIGNVSPSTISRVENAKTPDMDTFLALCDWLEIPPAELIKNAEEEEE
TLNTPEAITIQLRADKNLDPATIALALASLVKAAYKDLSKNKDE

>Komarekiella sp.

MESYLDIERLASLVRKKRGSRGLRETATDIGNVSPSTLSRVESGKMPDMETEFVALCNWLQVPPAELFRTSKEEQL
DTPEAIAIQLRADKNLDPAIANALASLVKAAYRDLSQNDGELKQDP

>Merismopedia sp. SIO2AS8

MSYHLDLNRLATLTRSRRGSLGLRAAAKEIGNVSTSTLSRVENGKMPDMETFLALCDWLEVPPASLIKNDENKSE
ASRLDSSAS

>Mojavia pulchra JT2-VE2

MGYNLDTHLLAAMMKTKRGRKGLRDTAKEIGNISSSTLSRVENGKMPDMETFLLLCDWLQVSPAELFKKTEESEA
SSGSNTLETIEIQLRASKKLDPAVANALAELVKAAYRDNSQQSDTQQPD

>Scytonema hofmannii

MGSYLDMNQLATIVRTKRGTRGLRETAKEIGNISPSTLSRVENGKMPDMETFLLLCDWLEVPPAELTIKNTEEAGN
PSVLETPDAIAIQLRADKNLDPATIANALASLVKAAYHDLSQSNTNPKQES

>Symploca sp. SIO2B6

MSYHLDLNRLATLTRSRRGSLGLRAAAKEIGNVSTSTLSRVENGKMPDMETFLALCDWLEVPPASLIKNDENKSE
ADESNLDASEALAIQLRADKNLDPATANALAELVKAAYANLPKRIDALHTDDSQSDAAE

>Tolypothrix sp. PCC 7910

MGSYLDIEKLASLVRKKRSSRGLRETAAEIGNVSPSTLSRVESGKMPDMETFLALCNWLQVPPAELFKTTDADQL
NTPEATATQLRADKNLDPATANALASLVKAAYRDLSQKDDELKQGS

>Trichormus_sp. M33 DOE 039

MEYHLDTNLLAARVKTKRGKKGLRDTAREIGNISSSTLSRVENGKMPDMETEFLLLCNWLQVSPAELFKKTEESEV
PSDSNTLEAIEIQLRASKKLDPAVANALAELVKAAYRDNAQQSDE
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A continuacion, se muestran las secuencias de las proteinas de cianobacterias empleadas para
realizar el alineamiento multiple y el arbol filogenético de la proteina All0345 de Anabaena:

>Anabaena sp.PCC_ 7120

MYCRQLDRLSNPYHLOQRSKKMLKIGDEFSKLSQVSVKALRLYDOMGLLKPIKVDNFTSYRYYSAEQLPRLNRILAF
KDLGFSLEQIAKLLDENLPPEQIRGMLRLKQOGEIQRLVEAEQARLIRVEARLKQIEQEDSMPNYEVVIKKVAPIQ
VASIRQILPDNPSIGQLYGEISEYLAQNGVKAGDYYAGIWHDPGYKDTDIDAEAVISIEGSIKGNERIKIYELPG
SETTACLIHHGSYETLAQAYATLVSWIEANGYNITAPNREVYIIGGNEQNNDSYVTELQFPVAQA

>Brasilonema sp. CTI11

MLKIGDFSKLSHVTVKALRLYDQLGLLKPSYVDHFTGYRYYLADQLIRLNRILAFKDLGFSLEQIAKLLNENLPP
AETIRGMLRLKQVELQQLVEEQQAQLLRVEARLKQIEQEDTMPNYEVVLKTVEPIKVASIREVLPDYPSIGRLYPE
LLEYFKQYEVKMGDYWGAIWHDPVYKESEIDGEAVISFEGEILSTASVKVYELPSTIEKMATVIHHGSYNTINQAY
AVLPAWIETNGYKIIGSNREVYIIRGNEQDNESYVTEVQFPVTKA

>Calothrix parasitica

MLKIGDFSKLSQVTVKALRLYDQLGLLKPSRIDEFTGYRYYSVQQOLPRLNRILAFKDLGFSLEQIAKLLDENLPP
TEIRGMLRLKQVELEQLLVEEQARLFRVEARLKQIEREDKMPNYEVVIKKIEPITVAGIRDIMPNYSQOMSQLYEE
LEFGYFQOHGIKVDNYCAGILHDPEYKESDVDVEAVVSIDGTVPINERIKVYELPGYEQAACVVHQGSYNTINQAY
TALLSWIESNGYKITDSNREVYIVGGNEQDNDSYVTELQFPINLK

>Chlorogloeopsis fritschii

MLKIGDFSKLSQVTVKALRLYDQLGLLKPIYVDEFTSYRYYCAEQLPRLNRILALKDLGFSLEQIAKLLDENVPS
AEIRGMLRLKQAELQRLVEEEQARLLRVEARLKQIEEESTIPKYEIVLKKVEPIKVASIREVIPNFAAVPRLYDQL
FDTLOQOGIQEPSYCAGIWHDSTYKESDVDWEAVASAESEFVSSNKRVKVYELLGFEKMACAVHHGSYDTSNQAYA
ALISWIEANGYKIIGSNREVYIIGGNEQNNESYVTEIQFPVARA

>Drouetiella hepatica Uher 2000/2452

MLRIGDFSRLAQVSVRTLRYYEELSLLKPIEVDRFTDYRYYSVDQLPRLNRVLALKDLGEFSLNQIKDLLDSDLTL
LELRAMLTVRQAEIEQQLOEGMTKLTRVEARLRQIEREGKLADYEVVLKRVEPKVVAATRQIVPTVTAILPYRGK
MYAEVYTWLNQHRIKAGEPEMAIYHNAEYTEKDIDMEMAVAIDPAAVPSALYPLKEQVYFYELPLVQTMASLTRY
GKLSDIGQGLIELFTWMGENGYSADGAYREIHLFGREFEQVQODOWECNPQLDFDAVVVELQIPVKRLS

>Fischerella thermalis

MLKIGDFSKLSQVSVKALRLYDQLGLIKPVDVDNFTGYRYYSAEQLPRLNRILALKDLGFSLEQIAKLLDENLPS
TEIRGMLRLKQAELQHLVEEEQARLLRVEARLKQIEQEDNMPNYEVVIKKVEPIKVASIREKLPDYPSVGQLYDE
LLTYFNQOGVKKGTYCAGIWHDPGYKDSNVDGEAVISIEKDISNTERIRIYELPRFEKMACLVHHRSYNTLNQAY
AALVSWIEGNGYQIIGPNREVYITGGNEQDNECYITEVQFPVTKA

>Gloeocapsa_sp

MLKIGDFSKLSHVSIKALRLYDOMGLLKPVHVDEFTGYRYYAAHQLPRLNRILALKDLGEFSLEQIAKLLNEISPA
QIQGMLOLKHAELQRLVAEEQARLQRVAARLOQOMEEDNMPDYDVVVKTVTPIKVAATIREITIPSFHAVAGLYDELL
EYLRLCQGVKESSYCAGIWHDSAYKDTDIDWEVAIAVEEVYGSDRIKVYELPRVEMACVVHNGSYNTISRAYAAL
PAWIEASGYKITGSNREVYIVGGNQQDDESYVTEVQEFPVKKLDS

>Gloeocapsopsis dulcis

MLKIGDFSKLSHVSIKALRLYDOMGLLKPVHIDREFTGYRYYSAHQLPRLNRILALKDLGLSLEQIAKLLDEISPA
QIQGMLRLKQAELQQLVVEEQARLQRVAARLOQIEQENKMPEYDVVLKTVAPIKVAAIREIIPSFQVVAQLCDEL
LEYLOROQGVKGSSYFAGIWHDTAYKNTDIDWEVAISVEEVCSSDRIKVYELPCIEMACVVHNGSYNTINRAYAAL
PVWIEANGYKIAGSNREVYIVGGDRQDDESYVTEVQFPLELRNC

>Goleter apudmare
MLKIGDFSKLSQVTVKALRLYDQLGLLKPVHVDNEFTGYRYYSADQLPRLNRILVLKDLGFSLEQIAKLLDEKLPP
EQIRGMLRLKQAELQQLTAQEQSRLVRVEVQLRQIEQEDSMPNYDIVLKKLEPTKVASIRETILPNFATVAKLYDE
LSNYIQQOQGVKEEFNYCAGIWHDPEYKESDIDWEFVISINNEFIPSNERVOQIYELPGYETTACAVHQGSYNTIKQAY
NALASWIEANGYKISGASREVYIVGGVEQDNDSYVTEVQEPVSQA

>Hydrococcus_sp
MLKISDFAQLSRISSKTLRLYDRMGLLKPTAVDSEFTGYRYYSTSQLPRLNRILVLKELGFSLEQIVRLLDENLSV
DETRGMLRLKQYEIQQRLEEDRIRLLRIEMRLLETEQEGKMPEYEIVLKSVEPQLVATTLGVIPNYQDCGEIFDR
FFDRAYEYISQHGIKKVGCGIAIYHDTRLRDRDIPVEAAAPIYEKIASDERVWVYELPATIETIACAVHRGSFATL
GOAYNALLGWVEKNGYQIVGSTREVYLEYERGGDQSQYVTEVQVPVENN
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>Iphinoe_ sp
MLKIGDFSKLSHVTVKALRLYDQLGLLKPSHVDHFTGYRYYLADQLPRLNRILAFKDLGFSLEQIAKLLNENLSS
AETRGMLRLKOQAELQRLVEEEQTRLLRVEARLKQIEQEDTMPNYEVVLKTVEPIKVASIREILPNYASIGRLYSE
LLEYFKQHKVKEGDYWGAIWHDPVYKESDVDGEAVISFEGEIPSTERLKVYELPVVEKMATVVHNGSYSSINQAY
AALPAWIETNGYKIIGSNREVYIVGGHEQDNESYVTEVQFPIAQA

>Kovacikia minuta

MFKIGDFSRLSRVSIRTLRLYDEMDLLKPVCVDQFTGYRYYSASQLAQLNRIVALKDLGEFSLKQIAKLLDEKIPP
TOQIRGMLRLKQAELQHQVELEQARLARVEARLSQIEYEDFVSKYDIVLKKSESQTVAAMRDILPTCDRIAQLHSE
LENYLSAQSITIVGFPQTIWHDAEYRROQDVDAEAVVPINQSLTTTERFRTYQLPEIGOMACVIHHGSYDSIFQAF
NALSQWIEANHFLIVGPNREVYLHPQALEAKVSQVVRTVVNNRSDSVVEVQFPVIPEHAQA

>Leptolyngbya sp
MFKIGDFSRLSRVSVRALRLYDOMGLLKPVHVDPFTGYRYYSAEQLSRLNQIVAFKDLGFSLEQITIELLNDKIPP
AQIRGMLRLKQAEVQQLIEGEQARLKRIETRLOQIEQSDEFTSLYNVTLKQVDAQSVVSIRDILPICSNIKHLHIE

LEDALQHONMGIVGFPQTLWHDAEYRVNNVDAEATAPVKQSEFSGSERVKYEFVLPEVOOMACTIHHGSYDTLVQAF
NALLYWIEANNYQVAGPNREIYLKPKITNIDFLGHADCTVIEIQFPICDL

>Mastigocoleus testarum

MLRISDFAQLSRVSPKALRLYDRMGLLKPIKVDSFTGYRYYSAIQLPRLNRILVFKELGFSLEQIAKLLDENIPA
EETRGMLRIKHLEIQQRLLEDQVRLARVEMRLSEIEQEKKMPNYEVILKPVESQLVAVIVGVIPNYQDCGPIFER
LFGEAYAYVSRHNLKQSGNGISIYHDTKLRDRYIPVEAAVPIYEKIPSNEKVLVYELPGVEDMACTVHQGSFASL
GOAYNILLEWVEKNGYRIIGSTREIYLQYEQGGDESQYVTEVQIPVEKI

>Merismopedia glauca

MFRIGEFSQLGQVSVRMLRHYDNLGLLKPAKVDRFTDYRYYTIEQLPRLORILALKDLGLSLEQIVSLLDNELSP
EQLRSMLLLKQAELAQQLEDTRSRLNRVVARLRQIEQEEQPYGYDVTLKSVNYAETASTIRQLVPTIEDMGTYRHQ
ASNLLYEWLEAQKLTPKGAEIVLYHLAEYSEVDIDMEFGIILDESIEVRSLKQFLPOQSPVKIRELTSVSQMASLV
HSGMLODIAQGITALYQWIGTNNLIPVGAFREIHLFGKETDRVLDEPVVVELQIPVTSKRSHL

>Microcoleus_ sp

MLKIGDFSKLSQVSIKALRLYDRMGLLKPTVVDYDTAYRYYSASQLPRLNRILAFKDLGFSLEQILPLLDDKISP
VOQIRGMLRLKOQAELQQHTIQGETARLARVEARLRQIEQEDDMPDYEVILKTIQPITVASIRETLPKYAAVGSLENE
LYDYLHRNEVKLGDYCLAIWHDAGYKESDVDAEATIVSVDKLLPEGDRIKVYELPGCDRAACATIHHGSYNTITQSY
NYLLTWIENNGYRIVGANREVYIQGGQEQDNESYVTEIQFPVEKV

>Pleurocapsa_sp

MEFKIGDFSKLSQISIKALRLYDRMGLLKPFHIDPYTNYRYYSAKQLPRLNRILAFKDLGFSLEQIRKLLEDDIPL
EQIRGMLRLKQAELQKQIESEQLKLNRVKARIKQIEEENTMRNYDVVVKKVEPIKVASIREILPNYSAVGELENE
LIGYLOQYKITKEDYCAAIWHDQEYKESDVDGEAVLVIDTALAETDRIKVYELPRYDEIACITHQGSYLTLNQSY
ENLLAWIETNGYQITIAPNRELYIQGGQEQDNESYITEIQEFPVQKV

>Pseudanabaena galeata

MLKIGDFSKLSQVTIKALRLYDEMGLLKPISVDRFTAYRFYSATQLPRLNRILAFKDLGEFSLEQISQLLNEEISP
EOMRGMLRLKQADLQOQQIEQEQGRLVRVAARLKQIEQEDVMSDYEVVIKKFEPITVASIREVLPNYAATAKLEFQE
LYQYLAQQGVTKFEYDAGIWHDSGYRESDIDGEAVVSVPTSVKGTDRIKVYELQGYEATIACVVHHGSYSTLNNGY
QHLLTWIENNGYRCIGANREFYIQGGAELDNESYITEIQFPIEKI

>Rivularia_ sp

MLKIGDFSKLSQVTVKALRLYDQLGLLKPADIDEFTGYRYYSVQQLPRLNRILAFKDLGFSLEQIAKLLDDNLPP
VEIRGMLRLKOQAELHKLLEEEQARLLRVETRLKQIEREDKMPNYEVVIKKIEPIKVAGIRDIVPNYGAMSQLYEE
LFGYFOOHGIKVNDYCAGILHDPEYKESDVDVEAIITEFDGAVPINKRIKVYELPGYKQAACLIYQGSYSKINQAY
TALLSWIENNGYKIIDSNREVYVIGGNEQDNDSYVTELQFPISVK

>Scytonema_ sp
MLKIGDFSKLSHVTVKALRLYDQLGLLKPSHVDHFTGYRYYSADQLPRLNRILAFKDLGFSLEQIAKLLEENLSA
TEIRGMLRLKQAELQOLVEEEQARLLRVEARLKQIEEDTMPNYEVVLKTVEPIKVASIREILPDYPSVGSLYDEL
LKYFKQHAAKEGDYCGAIWHDPGYKESDVDGEAVLSFEGDIPSTERVKVYELPGIEKMATVIHHGSYKTINQAYA
ALPTWIETNGYKIIGPNREVYIIGGNEQDNESYVTQVQLPVAKA

>Synechococcus_sp
MLKIGDFSRLGQVSVRMLRHYDOMGLIKPAYVDPDSEYRYYSLEQLPRLHRILALKDLGLSLEQIETALQTDLAP
GQLKEMLALKQAELSQQVAETQIRLORVASRLAQLETEAVVSPYEVVLRAVPERVLASIRRVVPTLMDMPAYRCG

ASDELYAWLDKQHLQPCGPEMVLYHFVEYTETDVDMEFGIPVOPRPGLTFRDPIQLASLPAVDOMACVIHTGSLW
DVGLAITALFTWMGRNGYASAGSFREVHLFGKETEKTAREPVVVELQLPVVSQSIHLORASQSREA
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>Tolypothrix sp
MLKIGDFSKLSLVTVKALRLYDQLGLLKPAHIDHFTGYRYYSANQLPRLNRILALKDLGFSLEQIAKLLEDNLPS
DOIRGMLRLKQAELQRLVEEEHARLLRVEVRLKQIEKDDTMPKYEVVLKKVDPIKVVSIREILPDYPSVGRLYDE
LLGYLNQOGAKEGSYCAAIWHDPGYKESDVDGEAVESIESSIQGNERIKVYELPGWETIACLVHNGSYNTINQAY
AALVSWIEANGYKIIGPNREVYIIGGNQODNDTYVTEVQFPVSKA

>Trichormus_sp

MLKIGDFSKLSQVSVKALRLYDOMGLLKPLQVDNFTGYRYYSAEQLPRLNRILAFKDLGEFSLEQIAPLLNENLPP
SQIRGMLRLKQAETIQQLVEAEQARLTRVEARLKQIEQENSMPNYEVVIKKAEPVQVVSIRETLPDYACIGRLYDE
LHEYLOOQOQAQPGNYYAGIWHDPGYKDADVDGEAVISIAGLVNGNERIKVYELPGLEATIACLIHHGSYATLSQAY
ATLVSWIEANGYKITGPNREVYIVGGNEQNNESYVTEIQFPVITA
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9.9. Alineamiento de las secuencias de las proteinas Alr1976 y All0345 con secuencias homologas

de cianobacterias

"MBIAJR[ U3 OpeZI[ensiA 0NpIsal Bped ap UQIORAISSUOD B] RNISANW 8S UdIguie |
"euaRqeUY 8p 9/6TJ|V © 9pu0dsa1I0d BIOUSNIAS RIsWILId BT "SeLI81oRqOoURIdSE0 U SeBojoWwoy Se1ouandas uod 9/ 6TV 8p a|dnjnw ojusiwesul|y ‘G-S ednbi4

................ L 8L 8CS.L00GH.GPESOPOOSHPSCCOEY.WELOGHOLSENT
— - ——

UQDEAIaSUO)

.............. 30SOPYNOUARY N NS d , ds”snuLioyL]
R spox m-oo ¥osaay s N 4] &) 43¢ MNDIVIS ! ABS 118 d SANS o \1SY ‘s xuyaodAjo)
3YVASOSAALH VA I ¥NEINVAVYIA IS 1 ogzxam A d ; ds"paojduwids
......... S3IOMENLNS m._oz>—<x N —zxo AZ A WOJWHONIAHS 1LS4S INO | 3N < v Huupwfoy owiauoihs
- .DMOO._.OW SNQ¥ANY N NS 413 ] 111 d > 1 payajnd "pinbfopy

- = 7 3 “ds pipadowsiiapy

gaox 1ggaNDsfay NY QfINYa E A YA3IL3IN > dBA / 9 ¥ | “ds ojjaryaouioy

........ SAXNMSTIANAY v NYQVY d d > ] *ds"snsArolpuoyy
................ 33%NXDOSHAN NV mo-zxo_o_ ! v nad A d| v \['S® ds"baoj6osoly)
....... 330ONEASYAINYNDS 10N A NY | 80 INNaYET snydiowAjod uoydisaowny)
............. gaox1@sNyosfia NV Y o N3G 1 | > \ ; D30PUDIGUIAW”XI1Y10]0)
................ NLSHYY IGNNS a ox IAVAYNY ! d EHAE Dj03y)[14pAYS0UOYIYOIBY
............. mm_ oX JIQQOOmIom xxo— E dd. 4 0C1£2)d ds buanqouy

0zt Y ol v

3y¥x odi1 YNQ [e ugiun ap oluiwoq

S-11



Material Suplementario

"MBIA[e[ US OpeZI[ensiA ONpisal Bped ap UQIORAIISUOD ] BJISSNW 8S
uglquie ] "euseqeuy ap GYE0IIY 3P B| S8 BIOUSNIaS viawLId B "SeLIg1degouRIO SeJ10 Ud SeBojowoy SeIouandas Uod GyE0l1Y op aldijnw owsiwesul]y ‘9-S eanbi4

zezere
UOIDBAIBSUOD
.. VI 10 TOUNI AMOPRAOA 4 A~ = = v v v v v e 4 A4 & y L J3yn"pogoday ojRan0Iq
v g - eecc¥VANILY- - N d L S : dsTsn20000y23UAS
N \d B ¥ Danp6 DIpadows 3N

1A¥013"
e wWIDs335N30206850N

. Hea 3 d dsTsn20000IpAH
“vHE1 sene v » — ds"pAqbuAjodz]
“HNNAA ] v * v d e 1 Qg | opnu DoAY
. S ) ds"osdosoinzid

D036 DUADGOUDPN3SY
dsTsnajos00m

s1INp 515d0500020/9
dspsdn2020j9
2upwpndoiz33(09
15U sisdoaojboioly)
syjouR o215y
ds™xutgodAjor
dsTowauoyhos
ds~zouyd)
~ds"owauoysoig
dsTsnuuoyouy
ds"oupjnay

oRs0I00 XUROD)
02147204 ds ousnqouy

FEE R R

062 052 e

uQIIBAIBSUOD)

43yn~paoday ojjananoiq
ds~snas020ydauds

panojb pipadowsuaN
wnip1say snajo20bisoN
ds™sn220204pAH
ds”nAqbudjoidar

. DINUIWDINIDAOY
.......... ds"osdoaoinajg
0303|106 DUDGOUDPNISH

¢ M D N T IOTTeTeeeeT ds™snajo20sN
ERT . " B e e e e e e e e spnp~s1sdosdna0aojo
- 1 " I s 4.5 o960 0086088509090 ds™psdp203oj9
AN IO IR T IYEARADE B OO IR - - - - e asowpndo 133309
) ! B o ae e e e e ea e e nyasyfsisdoaojboiojyd
g - 1 1 1 vee ceves SiDWIaYY B}j213YISI4
nEL N e T U DeeerrreTTETRETE ds xuyzodAjor
"1 ' Mleccisssacssansasasas ds pwauoifos
0

......... ds aouryd|

......... T-ds pbwauojisoig

......... ds™snuuoyouy

......... ds™ouojnay
cessesnnsns pa1ysp0d X1Y4310/0)
NNSHO THAENS 140 1042 AN 02127004 ds™buanqouy
\ . . .

‘v

oz ok

S-12



Material Suplementario

9.10. Secuencias empleadas para realizar los alineamientos de las proteinas Alr1976 y All0345
con otras secuencias de proteinas de otros procariotas diferentes de cianobacterias

A continuacion, se muestran las secuencias de las proteinas de otros procariotas empleadas
para realizar el alineamiento mdltiple y el arbol filogenético de la proteina Alrl976 de
Anabaena:

>Alr1976 [Anabaena sp. PCC 7120]

MGSYLDIERLASLVRKKRGSRGLRETSVEIGNVSPSTLSRVESGRMPDMETFLALCNWLQVPPAELFRTTEEDQPT
PEATATQLRADKKLDPATANALASLVKAAYRDLSQQDDELKQDP

>SinR [Bacillus subtilis]

MIGORIKQYRKEKGYSLSELAEKAGVAKSYLSSIERNLQTNPSIQFLEKVSAVLDVSVHTLLDEKHETEYDGQLDS
EWEKLVRDAMTSGVSKKQFREFLDYQKWRKSQKEE

>SutR [Escherichia coli]

MENLARFLSTTLKQLROQORGWSLSRLAEATGVSKAMLGQIERNESSPTVATLWKIATGLNVPESTFISPPQSATPS
VYDPQQOAMVITSLFPYDPQLCFEHFSIQMASGAISESTPHEKGVIEHVVVIDGQLDLCVDGEWQTLNCGEGVREFA
ADVTHIYRNGGEQTVHFHSLIHYPRS

>BcrR[Enterococcus faecalis]

MEFNEKLOQLRTGKNLTQEQLAEQLYVSRTAISKWESGKGYPNMESLKCISKFEFSVTIDELLSGEELITLAETENR
SNLKKIYNYIYGILDMMAVAFIFLPLYGNSVGGYVYAVNLLSFTATTPENLAVYWSAFAALITIIGIGKIISTHLDK
EKWGGIATKCSLTITALAVCFFAAAREPYITVLVFLLLIGKIFVWIKQMGMK

>ClgR [Mycolicibacterium smegmatis]

MTALLREVIGDVLRNARTDQGRTLREVSDAARVSLGYLSEVERGRKEASSELLSAICDALDVPLSRVLTDAGESMA
RREHDAREAEQVAVANLGRIDAATKVVIPQVSMAVA

>DdrOC [Deinococcus deserti]

MKLHERLRELRSERGLRLKDVAEVAQISVPYLSDLERGRTNPSLETLOTLAGAYNITVHDLLEGVEFYGASTEGAL
PKGLSDLIADPTLGPQITPDWVRTLSRIELRGKRPRDKODWYEIYLHLKRILS

>RghR [Bacillus subtilis]

MESFGEQLRALREERKLTVNQLATYSGVSAAGISRIENGKRGVPKPATIKKLAEALKIPYEGLMYKAGYIEEVHEA
RAPYETKCKLLEKAEAYDLKNLALLENEKWQYLNKEDLLMLDHYFSFISDEAKKRSADD

>DicA [Escherichia coli]

METKNLTIGERIRYRRKNLKHTQRSLAKALKISHVSVSQWERGDSEPTGKNLFALSKVLQCSPTWILFGDEDKQPT
PPVEKPVALSPKELELLELFNALPESEQDTQLAEMRARVKNENKLFEELLKARQRTNKR

>PuuR [Escherichia coli]

MSDEGLAPGKRLSEIRQOQOGLSQRRAAELSGLTHSAISTIEQDKVSPATISTLOKLLKVYGLSLSEFFSEPEKPDEP
QVVINQDDLIEMGSQGVSMKLVHNGNPNRTLAMIFETYQPGTTTGERIKHQGEEIGTVLEGEIVLTINGOQDYHLVA
GOSYAINTGIPHSEFSNTSAGICRIISAHTPTTE

>S1rR [Bacillus subtilis]

MIGRIIRLYRKRKGYSINQLAVESGVSKSYLSKIERGVHTNPSVQFLKKVSATLEVELTELFDAETMMYEKISGGE
EEWRVHLVQAVQAGMEKEELFTFTNRLKKEQPETASYRNRKLTESNIEEWKALMAEARETIGLSVHEVKSFLKTKGR

>Xre [Bacillus subtilis]

MIGGRLKSLRGKRTQEEIASHIGVSRARYSHYENGRSEPDYDTLOKLADYFQVTTDYLLTGKDKKSDDDMFSDPDL
QLAYRDMQODFESPESKQQOAIEFINYLKEKEKNRKPKNK

>ImmR [Bacillus subtilis]

MSLGKRLKEARQKAGYTQKEAAEKLNIGNNNLSNYERDYRDPDTDTLLKLSNLYNVSTDYLLGKDEVSKKNETDLL
NKTINEATQELKDEDTLLFMNDGEFDEETARLVKKALKNGIKFIDELKKKE

>AnsR [Bacillus subtilis]

MNLDRLTELRKKKNWSLOYTADLLGIAKSTYAGYESGYRRPSLEALAMLADLEDTTCDELLGREKQKQTAPQATEL
ATWSSLDFTISVDGQPLSEDEITQLITFIRTKRKVQEELS

>BswR [Pseudomonas Aeruginosa]

MLGTRLKAARIRAGYSQKQLGMLVGMDEFSASARMNQYERERHSPNMRTSEQLAMVLOVPMAYLYCPEDELAELTIL
KVSSLTPEFKKELTRFIEQLLAAQGSTSRQPVRTRSEL
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>EspR [Micobacterium tuberculosis]

MSTTFAARLNRLEDTVYPPGRGPHTSAEVIAALKAEGITMSAPYLSQLRSGNRTNPSGATMAALANFFRIKAAYFET
DDEYYEKLDKELOQWLCTMRDDGVRRIAQRAHGLPSAAQQKVLDRIDELRRAEGIDA

A continuacion, se muestran las secuencias de las proteinas de otros procariotas empleadas
para realizar el alineamiento multiple y el arbol filogenético de la proteina Alr1976 de
Anabaena:

>A110345 [Anabaena sp. PCC7120]
MYCRQLDRLSNPYHLQRSKKMLKIGDFSKLSQVSVKALRLYDOMGLLKPIKVDNFTSYRYYSAEQLPRLNRILAFK
DLGFSLEQIAKLLDENLPPEQIRGMLRLKQGEIQRLVEAEQARLIRVEARLKQIEQEDSMPNYEVVIKKVAPIQVA
SIRQILPDNPSIGQLYGEISEYLAQNGV
KAGDYYAGIWHDPGYKDTDIDAEAVISIEGSIKGNERIKIYELPGSETTACLIHHGSYETLAQAYATLVSWIEANG
YNITAPNREVYIIGGNEQNNDSYVTELQEFPVAQA

>CueR [Escherichia coli]
MNISDVAKITGLTSKAIRFYEEKGLVTPPMRSENGYRTYTQQHLNELTLLROARQVGFNLEESGELVNLENDPQRH
SADVKRRTLEKVAETIERHIEELQSMRDQLLALANACPGDDSADCPITENLSGCCHHRAG

>TnrA [Bacillus subtilis]
MTTEDHSYKDKKVISIGIVSELTGLSVRQIRYYEERKLIYPQRSSRGTRKYSFADVERLMDIANKREDGVQTAEIL
KDMRKKEQMLKNDPQVRKKMLEGQLNAHFRYKNR

>SoxR [Escherichia coli]
MEKKLPRIKALLTPGEVAKRSGVAVSALHFYESKGLITSIRNSGNQRRYKRDVLRYVAITIKIAQRIGIPLATIGEA
FGVLPEGHTLSAKEWKQLSSQWREELDRRIHTLVALRDELDGCIGCGCLSRSDCPLRNPGDRLGEEGTGARLLEDE
ON

>7ntR [Escherichia coli]
MYRIGELAKMAEVTPDTIRYYEKQOMMEHEVRTEGGFRLYTESDLQRLKFIRHARQLGFSLESIRELLSIRIDPEH
HTCQESKGIVQERLQEVEARIAELQSMORSLORLNDACCGTAHSSVYCSILEALEQGASGVKSGC

>M1rA [Escherichia coli]
MALYTIGEVALLCDINPVTLRAWQRRYGLLKPQRTDGGHRLFNDADIDRIREIKRWIDNGVQVSKVKMLLSNENVD
VONGWRDQQETLLTYLQSGNLHSLRTWIKERGODYPAQTLTTHLFIPLRRRLOCQOPTLOQALLAILDGVLINYIAT
CLASARKKQGKDALVVGWNIQDTTRLWLEGWIASQQGWRIDVLAHSLNQLRPELFEGRTLLVWCGENRTSAQQQQL
TSWQEQGHDIFPLGI

>G1InR [Bacillus subtilis]
MSDNIRRSMPLFPIGIVMQLTELSARQIRYYEENGLIFPARSEGNRRLFSFHDVDKLLEIKHLIEQGVNMAGIKQI
LAKAEAEPEQKONEKTKKPMKHDLSDDELRQLLKNELMQAGRFQRGNTEFRQGDMSREFH

>BluR [Escherichia coli]
MAYYSIGDVAERCGINPVTLRAWQRRYGLLKPQRSEGGHRLFDEEDIQRIEEIKRWISNGVPVGKVKALLETTSQD
TEDDWSRLOEEMMSILRMANPAKLRARIISLGREYPVDQLINHVYLPVRQRLVLDHNTSRIMSSMEDGALIEYAAT
SLFEMRRKPGKEAILMAWNVEERARLWLEAWRLSLSGWHISVLADPIESPRPELFPTQTLIVWTGMAPTRRONELL
QHWGEQGYKVIFHAP

>CarA [Myxococcus xanthus]
MTLRIRTIARMTGIREATLRAWERRYGFPRPLRSEGNNYRVYSREEVEAVRRVARLIQEEGLSVSEATIAQVKTEPP
REQPEAERLRERFWSSVGALEGDEVTRVLDDAQTVMDVEAYCDGFLLPLLREMGVRLDVAREHLASALIRQRLRQV
YDALSPAPAGPRALLACPSGDHHEGGLLVLGIHLKRKGWRVTMLGADTPAAALQGACVQVRPDVVALSFVRARAPE
EFASVLEDALRACAPFPVVVGGLGAREHLKAIFSLGAQYAESSEELVAIWNQVRNAQNRP

>AdhR [Bacillus subtilis]
MNIAQVAKQFGLTAATLRYYERVGLIPPVKRKDSGIRDYDEEDIKWIEFIKCMRNAGLSIEALIEYTTLFTEGDRT
VEARKNILADERQRLIEKRKEIDETIKRLDTKIKDYDGKLRENEAKLKSRPKTESLHGSVEQRR

>MerR [Staphylococcus aureus]
MGMKISELAKACDVNKETVRYYERKGLIAGPPRNESGYRIYSEETADRVRFIKRMKELDFSLKEIHLLEGVVDQDG
ERCKDMYAFTVQKTKEIERKVQGLLRIQRLLEELKEKCPDEKAMYTCPIIETLMGGPDK

>BmrR [Bacillus subtilis]

MKESYYSIGEVSKLANVSIKALRYYDKIDLFKPAYVDPDTSYRYYTDSQLIHLDLIKSLKYIGTPLEEMKKAQDLE
MEELFAFYTEQERQIREKLDFLSALEQTISLVKKRMKROMEYPALGEVEVLDEEEIRIIQTEAEGIGPENVLNASY
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SKLKKFIESADGEFTNNSYGATEFSFQPYTSIDEMTYRHIFTPVLTNKQISSITPDMEITTIPKGRYACIAYNESPEH
YFLNLOKLIKYIADRQLTVVSDVYELITIPIHYSPKKQEEYRVEMKIRIAE

>Mta [Bacillus subtilis]

MKYQVKQVAEISGVSIRTLHHYDNIELLNPSALTDAGYRLYSDADLERLQOQILFFKEIGFRLDEIKEMLDHPNEDR
KAALQSQKEILMKKKQORMDEMIQTIDRTLLSVDGGETMNKRDLFAGLSMKDIEEHQQTYADEVRKLYGKEIAEETE
KRTSAYSADDWRTIMAEFDSIYRRIAARMKHGPDDAEIQAAVGAFRDHICQYHYDCTLDIFRGLGEVYITDEREFTD
SINQYGEGLAAFLREATITIYCDHQENPRP

>HmrR [Sinorhizobium medicae]

MNIGEASKVSGVSSKMIRYYEQIGLISPAVRTASSYRTYGDNDVHTLREFIRRARDLGESVEQIKELLALWRDRSRA
SSDVKAVALEHIAELERKIAATIQDMTRTLKHLASHCHGDGRPDCPIIEEMAKGGGAAKTEINPREFGVASLK

>TipA [Streptomyces coelicolor]

MSYSVGQVAGFAGVTVRTLHHYDDIGLLVPSERSHAGHRRYSDADLDRLOQILEFYRELGFPLDEVAALLDDPAADP
RAHLRRQHELLSARIGKLOKMAAAVEQAMEARSMGINLTPEEKFEVEGDFDPDQYEEEVRERWGNTDAYRQSKEKT
ASYTKEDWQRIQDEADELTRREVALMDAGEPADSEGAMDAAEDHRQGIARNHYDCGYEMHTCLGEMYVSDERFTRN
IDAAKPGLAAYMRDAILANAVRHTP

>B1tR [Bacillus subtilis]
MSEDVKKYFTTGEFSKLCRVKKQTLFHYDEIGLEFSPEIKKENGYRYYSYHQFETFQVISLFKELGVPLKEIKCLIK
GKTPDKILHVLKEKSIEIDKKINELKQLOQTILQTKVTLTEQALETDFSSISFEYLNEETFMLSRKTLNLPERKYVA
AISELIHEVQQYELDEGYPIGGIFAREQILEKDFYNYSYFYIKVKDGAENINYHVRPKGLYAVGYEIGGNTEEAYR
RITIEFIERNGMQIGENAYEEYMLDEMVVDGYENTYAKILLQVKEV

>NolA [Bradyrhizobium elkanii]
MSKATPRRRRWRIGELAEATGVTVRTLHHYEHTGLLAASERTDGGHRMYDRESVQRVHQIRALRELGFSLHEIRKA
MEGTTSLIDLLRKHLERIELQVARATLLRDRLRDMTTGSEIQVSVDELPATLDAMSKVQTRSQTSRCTCKLAIERE
ERWRRIRDELRDCMDRGEHPCGERAKAVAVAARLLISETAGADSRVSTILKVLARLSAPRSLAGWDP

>EcmrR [Escherichia coli]
SQIGLEFSKICRVTIKTLHYYNKIGLLVPAYINPDNGYRFYTSDQLMKFHQIASLRQLGFTITEIVTLTQDENSCHI
TERRRLEIQKQIRDMADMLSRINHYLQHKKKERIMLYQAALKEIPECIVYSKRFIVPDESSYIKLIPPIGQEVMKA

NPGLTLTTPAYCFTLYHDKEYKEKNMDVEFCEAVNDFGKNEGNIIFQVIPAITAVTIVIHKGPYDSLRNAYIYLMQW
VEDNGYLLTNSPRESYIDGIWNKQDSAEWMTEIQFPVEKV
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